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Die Inaktivierung der Amylase 
durch Adsorption an Eiweibniederschligen. 
Von 
A. Oparin, S. Manskaja und I. Glasunow. 
(Aus dem Biochemischen A. Bach-Institut des Volkskommissariats fiir 
Gesundheitswesen in Moskau.) 


(Eingegangen am 1. Juli 1934.) 


Durch die Untersuchungen von A. Oparin und Mitarbeitern (1) 
wurde erwiesen, da®B in allen den Fallen, wo durch die Einwirkung 
verschiedener physikalischer oder chemischer Agenzien Eiweibnieder- 
schlage in Lésungen von Amylase erzeugt werden, eine Inaktivierung 
des Ferments erfolgt. Derartige Inaktivierungen sind zu beobachten 
beim Versetzen der Fermentlésungen mit Tannin, Coffein, Hydrochinon 
und anderen eiweibfallenden Substanzen, bei Erniedrigung des py der 
Lésung, beim Schiitteln oder Altern der Fermentpraparate, schlieBlich 
bei der Hitzekoagulierung der EiweiBkérper. In allen diesen Fallen 
kommt die Inaktivierung der Amylase durch Adsorption des Ferments 
an den entstehenden EiweiBniederschlagen zustande. Die auf dem 
Niederschlag adsorbierte Amylase ist nicht imstande, Starke zu ver- 


fliissigen oder zu verzuckern; man kann jedoch ihre Aktivitat wieder- 
herstellen, indem man den Niederschlag mit einer Lésung von Albumin 
oder Pepton vermischt. Hierbei erfolgt Elution der Amylase und das 
Ferment geht unter vollstandiger Regenerierung der urspriinglichen 
Aktivitat in Lésung. 


Es war von Interesse festzustellen, ob eine Inaktivierung der 
Amylase auch durch Eintragen fertiger EiweiBniederschlage in die 
Fermentlésung erzielt werden kann. 

Derartige Niederschlage kénnen stets in lebenden Zellen, wie auch in 
dem zur Untersuchung der Fermentwirkungen dienenden zerriebenen 
oder getrockneten Material vorhanden sein. 


Im speziellen ist in letzter Zeit von 7’. Chrzaszcz und J. Janicki (2) 
die inaktivierende Wirkung durch Buchweizenkeimlinge beschrieben 
worden, in denen die genannten Autoren das Vorliegen eines besonderen 
spezifischen Paralysators der Amylase, von ihnen Systoamylase genannt, 
vermuten. Beim Zusatz von zerriebenen Buchweizenkeimlingen zu wasseri- 
gem Extrakt aus Gerstenmalz kommt es zu einer betrachtlichen Ver- 
minderung der amylolytischen Wirksamkeit des Extraktes. Durch Ein- 
tragen von Pepton in die Lésung kann man jedoch die Fermentaktivitat zu 
einem erheblichen Teil regenerieren. Die Systoamylase selbst ist in Wasser 
unléslich und ihre Wirkung kann nur beim Zusatz von zerkleinertem pflanz- 
lichen Material zu der Amylaselésung beobachtet werden. 
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Sollte es gelingen, an kimstlichen Modellen die inaktivier 
Wirkung vorgebildeter EiweiBniederschlige zu zeigen, so wiirde 


die Annahme sehr wahrscheinlich machen, daB auch die Systoamy! 


von Chrzaszez und Janicki nichts anderes ist als ein solcher Eiw: 
niederschlag, der die Amylase adsorbiert und hierdurch dieses Fern. 
inaktiviert 

Experimenteller Teil, 


Zuerst studierten wir die inaktivierende Wirkung des Tannalbun 
Das Tannalbumin wurde hergestellt durch Fallung einer 2% igen Lé 
von Eieralbumin mit 1lLO°,iger Tanninlésung. Der ausfallende Nied 
schlag wurde abzentrifugiert und im Zentrifugierglas wiederholt mit sawure 
Phosphatpufferlésung (py 5,6) solange gewaschen, bis die Reaktion 
Tannin im Waschwasser negativ ausfiel. Wird diese Waschfliissick 
durch sorgsame Filtration oder durch Zentrifugierung mit Papierbrei \ 
darin suspendierten kleinsten Partikeln des Niederschlags befreit, so bewirl: 
ihr Zusatz zu Amylaselésung nicht die geringste Inaktivierung. Der auf di: 
beschriebene Weise bereitete Niederschlag setzte hingegen die amylolytisc! 
Wirkung der Fermentlésung sehr. stark herab. Da in dem sauren Reaktions 


; 


moglich ist. handelt es sich in diesem Falle um eine Inaktivierung «i: UES: 


milieu eine Befretung von Tannin und sein Ubergang in Loésung schwerlic! 


Ferments durch den vorgebildeten Tannalbuminniederschlag. Jani 


Die Versuche wurden auf folgende Weise angestellt: der aus | ce: \lbw 
2° iger Albuminl6sung gewonnene Niederschlag wurde nach griindlichem Zuste 
Auswaschen mit 100cem Pufferlésung (Phosphatmischung py 5,6) x Das 
schiittelt. Zu 5 cem der so erhaltenen Suspension kamen 0,5 cem 0,05 °,ige 
Malzamylase in wasseriger Lésung und 4,5 cem Pufferlésung. Die Mischung Im N 
wurde unter haufigem Umschiitteln 30 Minuten stehengelassen und darauthin spezu 
mit LO0cem 3%iger Starkel6sung versetzt. Die Verzuckerung dauert: der A 
l'/, Stunden bei 30°C; dann wurde in der Mischung der Zuckergehalt nac/ 
Bertrand bestimmt. In Parallelversuchen wurde vor oder nach dem Zusatz 
des Niederschlags 2°%ige Peptonlésung (4 bis 5cem) zu der Mischung 
gegeben. Die Resultate der Bestimmungen, ausgedriickt in cem Pe 
manganatverbrauch bei der Titration, sind in der Tabelle I enthalten. In 
dieser wie in den folgenden Tabellen sind die Mittelwerte aus zahlreiche: 
Bestimmungsreihen angefiihrt. 


oder 


Meng 


Tabelle I. 
Inaktivierung der Amylase durch Tannalbumin und deren 
Regenerierung durch Pepton. 





K Mn 0, Aktivitiit 


ecm Ol 


Aktive Amylaselosung pre ae 13 100 

Amylase + Tannalbumin ..... . 1.4 10,7 

Amylase + Tannalbumin + Pepton. . . . 10,0 76,9 

Amylase + Pepton + Tannalbumin. .. . 11,9 91,6 
sucht 


Durch Pepton kann demnach die Amylase vor der inaktivierenden 
Wirkung des Tannalbumins  geschiitzt und die Fermentwirkung auch 
: a 
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rher inaktivierter Amylase regeneriert werden. Wie durch direkte 

rsuche gezeigt wurde, erfolgt hierbei Elution des Ferments, das 

ch Einwirkung von Pepton stets in aktivem Zustande in der L6- 
vorhanden ist, dagegen im Niederschlag fehlt 


Ahnlich wie Pepton wirkt geléstes Eieralbumin (Tabelle I). 


Tabelle Lf. 
Inaktivierung der Amylase und Regenerierung durch 


Albuminloésung. 





L100 
16 
88.4 

106 


Aktive Amylaselosung 

Amylase + Tannalbumiu . : 
Amylase + Tannalbumin + Albumin 
Amylase + Albumin + Tannalbumin 


Wir haben es also im Pepton nicht nut emer spezifischen 


intisystoamylatischen Substanz (Kleutoamylase von Chrzqszcz und 


Janicki) zu tun. Die regenerierende Wirkung des Peptons und des 
\lbumins ist zum wtberwiegenden Teil durch ihren physikalisehen 
Zustand bedingt, durch die Wasserléslichkeit dieser EiweiBsubstanzen. 
Das Ferment verteilt sich zwischen Niederschlag und Lésung. 
Im Niederschlag ist es inaktiv, in der Lésung entfaltet es hingegen seine 
spezifische katalytische Wirkung. Daher ist, wie in Tabelle ILI gezeigt, 
der Aktivitatsgrad der Amylase nicht von der Menge des Tannalbumins 
oder des gelésten Albumins fiir sich allein abhangig, sondern von dem 


Mengenverhaltnis des gefaillten und des gelésten Eiweibes. 


Tabelle III. 


Aktivitat der Amylase (in cem KMnO,) bei wechselndem Mengen- 


verhaltnis von Tannin und Albumin. 





f ecm 1°/siges 


0,19/9iges Tannin F P 0 
‘ : = \ Albumin 


cem 


5,4 2,2 0,8 % 0,2 

1,8 9,0 4,0 ; 0,2 Aktivitut der 
0,6 10,3 10,0 a, 2,1 0 Amylase in cem 
0.2 10,1 10.0 Q 8 74 0.3 Permanganat 
0 95 98 , 9,8 93 


Dieser Umstand ist von wesentlicher Bedeutung fiir die Unter- 
suchung der Amylaseaktivitaét in autolytischen Mischungen. 

Die inaktivierende Wirkung des Tannalbuminniederschlags — bleibt 
uch nach dem Trocknen erhalten, falls die Trocknung bei niedriger Tem 


21* 
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peratur vorgenommen wird. Dagegen vermindert das Aufkochen <i 
Tannalbuminsuspension die Fahigkeit des Niederschlags, Amylase zu 
aktivieren. Dies ist aus der Tabelle IV zu ersehen. 


Tabelle IV. 
EinfluB des Aufkochens auf die Inaktivierungsfahigkeit de- 
Tannalbumins. 





K MnO, Aktivitat 
ecm 0 


ON ee er ec a a ee 100) 
Amylase + nichterhitztes Tannalbumin ...... 11 
Amylase + Tannalbumin, 15 Min. auf 100°C erhitzt 42 32 


Aus obigem geht hervor, daB Tannalbumin als kiinstliches Mode|| 
der Systoamylase von Chrzqszcz und Janicki dienen kann, da es all 
wesentlichen Merkmale reproduziert, die von den Autoren fiir ihren 
Paralysator angegeben werden. Es inaktiviert Amylase, es ist wasser- 
unléslich, es gibt die schiitzende und regenerierende Wirkung des 
Peptons zu erkennen und schlieBlich ist es ahnlich der Systoamylase 
in einem gewissen Mae thermolabil. Selbstverstandlich darf hieraus 
nicht gefolgert werden, daB in Buchweizenkeimlingen gerade Tann 
albumin enthalten ist. Wir glauben uns aber zu der Annahme be 
rechtigt, daB jeder analoge wasserunlésliche EiweiBniederschlag dic 
Rolle einer Systoamylase zu spielen vermag. 

Besonders interessant unter diesem Gesichtspunkt ist der bei der 
Wechselwirkung zwischen EiweiBstoffen und Nucleinsauren entstehende 
Niederschlag. Bei der weiten Verbreitung der letzteren diirfen wi 
annehmen, da wasserunlésliche Verbindungen dieser Art stets in 
allen pflanzlichen Materialien zugegen sind. Besonders reich an solchen 
miissen junge wachsende Pflanzenteile sein, die erhebliche Mengen 
Kernsubstanz enthalten. 

Wir haben nach den iiblichen Methoden Nucleinsiure aus Hefe her 
gestellt, die wir nach mehrfacher Umfallung zur Bereitung von Eiweils 
niederschlagen verwendeten. Hierzu wurde eine 0,5 °,ige Lésung der Siure 
mit 1° iger Eieralbuminlésung versetzt. Es bildete sich ein Niederschlag. 
den wir im folgenden konventionell als ,,Nucleoalbumin‘* bezeichnen 
Beim Zusatz zu Amylasel6sungen auBerte er dieselben inaktivierenden 
Eigenschaften wie das Tannalbumin. Diese Inaktivierung war aber in 
bedeutendem MaBe von der aktuellen Aziditat des Milieus abhangig. 
pu 4,7 und dariiber erfolgt fast keine Inaktivierung, bei py 4,1 bracht 
dagegen Zusatz von .,.Nucleoalbumin‘: bereits eine sehr starke Abnahme 
der Amylaseaktivitat hervor, wie aus nachstehenden Versuchen ersichtlic! 

3 cem 0.5 °jige Nucleinséiurelédsung wurde mit 3 cem 1 °%iger Albumin 
lésung vermischt. Die Fallung wurde abzentrifugiert und griindlich mit 
Wasser gewaschen. Sodann wurden leem 0,05 ° ige Amylasel6sung und 
5cem Acetatpuffer (pq = 4,7 oder 4,1) zugesetzt. Nach halbstiindigem 
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ehen wurden 3° ige Starkeldsungen zu den Mischungen gegeben und 
ich Ll sttindiger Hydrolyse die Amlyaseaktivitat wie oben bestimmt. 
Nebenher wurde die Wirksamkeit der Amylase bei derselben Aziditat ohne 
Zusatz des EiweiBniederschlags bestimmt. Die Resultate in cem Per- 
manganat sind in der Tabelle V_ mitgeteilt. 


Tabelle V. 


Inaktivierung der Amylase durch ,,Nucleoalbumin™. 





Aktive Amylase Inaktivierung 
Pu Amylase + Niederseblag ) 


20,8 19,7 5 


OD 
) 
) 


16,8 4,2 7 
10,5 0 101 


Es wird also die Aktivitaét der Amylase in Gegenwart des Eiweib- 
niederschlags bei einer Verschiebung des py um nur 0,6 sehr stark 
erniedrigt. Es laBt sich leicht erweisen, daB dies auf der Adsorption 
des Ferments durch ,,Nucleoalbumin® in saurem Milieu beruht. 

Zu diesem Zwecke wurden folgende Versuche angestellt: 

Versuch 1. Die Mischung von Amylase und Nucleoalbumin wurde bei 
pu 4,7 dureh Zentrifugieren in Lésung und Niederschlag aufgeteilt. 
Zu beiden wurde Starkelésung gesetzt und die Fermentaktivitat be- 
stimmt. 

Versuch 2. Die gleiche Mischung, aber bei py 4,1. Bei demselben pu 
wurden die Amylasebestimmungen in der Lésung und dem Niederschlag 
nach deren Trennung durch Zentrifugieren ausgefiihrt. 

Versuch 3. Wie Versuch 2, aber der Niederschlag wurde nach dem 
Zentrifugieren mit Pufferlésung py 4,1 gewaschen, in Pufferlésung von 
pu 4,7 suspendiert und nach Zusatz von Starke zu der Suspension die 
Amylasebestimmung ausgefiihrt. 

Versuch 4. Wie Versuch 3, aber die Mischung nach Suspendieren des 
Niederschlags in Pufferlésung von py 4,7 wurde zentrifugiert und Starke 
der Lésung und dem Niederschlag getrennt hinzugefiigt. 

Tabelle VI enthalt das Ergebnis der Versuche. 


Tabelle VI. 
Aktivitat der Amylase (in cem KMnQ,) in der Lésung und im 
Niederschlag. 





Lisung Niederschlag 
£ 


Vermen Po... 19,5 Spuren 
y 3,9 0 
” yr eae ee — 10,5 (in der Suspension) 
. ea gets 9,9 Spuren 


” 


Aus den mitgeteilten Resultaten ist zu ersehen, daB das aktive 
Ferment sich stets nur in der Lésung befindet. Bei px 4,1 wurde der tiber- 
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wiegende Teil der Amylase durch den Niederschlag adsorbiert und ve: 
dabei seine Fahigkeit, Starke zu verzuckern. 

Bei Erhéhung des py auf 4,7 wurde das adsorbierte Ferment 
dem Niederschlag eluiert und ging wieder in aktivem Zustand: 
Losung. 

In der Tabelle VIL sind Zahlenwerte zusammengestellt, dic 
gestatten, die Aktivitaten der Amylase bei verschiedenem py in Geg: 
wart von ,,Nucleoalbumin’*-Niederschlag und bei Zusatz von Pept: 
zu vergleichen 

Tabelle VII. 





Pu Amylase + Niederschlag Pepton DH Amylase | + Niederschlag : 190. 
S. Mi 
oc 19,7 pe 85 05 : 4 Enzy 
pe = ; 260, 
19,2 9.0 é In PE 
Man sieht, daB der Niederschlag von ,,Nucleoalbumin® beim Zusat; 
zu Amylaselésungen deren Empfindlichkeit gegeniiber der aktuell: 
Aziditat des Milieus sehr stark erhéht. Pepton erniedrigt im Gegentei! 
diese Empfindlichkeit in voller Ubereinstimmung mit den Befund: 
von A. Oparin und A. Kurssanow (3) und erméglicht es, die vollstandig: 
Aktivitat der Amylase sogar bei verhaltnismaBig starker Aziditat de) 
Losung aufrecht zu erhalten. 
Diese Beobachtung zeigt, in wie hohem MaBe das Verhalten des 
Ferments zu der aktuellen Aziditaét von Begleitstoffen abhangen kan: 
und wie wenig die py-Aktivitatskurve geeignet ist, das Ferment als 
solches zu kennzeichnen. Daneben bieten die erérterten Erscheinunge: 
eine Grundlage fiir die Erklarung der tiberaus feinen Einregulierung de: 
Fermentwirkungen, die uns in der lebenden Zelle entgegentritt. Wie 


wir gesehen haben, ist bei Gegenwart von solchen Eiweibniederschlagen 
mit deren Anwesenheit in der lebenden Zelle stets zu rechnen ist, ein 
sehr geringe Anderung des px hinreichend, um iiberaus starke F) 
héhungen oder Abnahmen der Fermentaktivitaten herbeizufiihren 


Zusammenfassung. 


1. In Wasser unldésliche EiweiBniederschlage inaktivieren di 


Amylase nicht nur bei ihrer Erzeugung durch physikalische oder chemi 
sche Agenzien in der Fermentlésung selbst, sondern auch, wenn si 
bereits fertig in die Lésung eingetragen werden. 

2. Durch Fallung von Eieralbumin mit Tannin hergestelltes Tann 
albumin kann als kiinstliches Modell dienen, das die wesentlichen 
Merkmale der Systoamylase von Chrzqszez und Janicki aufweist. ks 
inaktiviert Amylase, ist wasserunléslich, gibt die schiitzende und 
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enerierende Wirkung von Pepton zu erkennen und ist wie die 


stoamylase bis zu einem gewissen Grade thermolabil 


3. Der Niederschlag der beim Mischen von Lésungen von Nuclein 
we und Eieralbumin gebildet wird, ist gleichfalls imstande, Amylase 
inaktivieren, wenn er bei py 4,1 und darunter in die Lésung des 

ferments eingetragen wird Es erfolgt hierbei eine Adsorption de 
Ferments durch den Niederschlag. Beim Erhéhen des py bis auf 4.7 
wird die Amylase eluiert und volistandig reaktiviert 
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Uber die Proteolyse in den regenerierenden Geweben. 
Il. Mitteilung: 
Die Aktivitit der Gewebeprotease in verschiedenen Gebieten des Regenerats, 
Von 
N. W. Bromley und W. N. Orechowitseh. 


(Aus der Abteilung fiir Mechanik der postembryonalen Entwicklung ce: 
Instituts fiir experimentelle Morphogenese, Moskau.) 


(Eingegangen am 3. Juli 1954.) 


In der vorangehenden ersten Mitteilung! wurde von uns gezeigt 
daB der intensive Eiweibzerfall, welcher in den Restgeweben des am 
putierten Organs bei Amphibien vor sich geht, durch die erhéhte pro 
teolytische Wirksamkeit der Gewebe des Regenerats hervorgerufe) 
wird. In einer Reihe von Experimenten konnte gezeigt werden, dai 
die Autolyse in verschiedenen Gebieten der Gewebe des Regenerats 
und in den normalen stationéren Geweben bei Kaulquappen (Pelobates 
fuscus) verschieden verlauft. 

Der Reststickstoff (RN.) der nicht regenerierenden (normalen) Gewel 
des Schwanzes, der Regenerationsblasteme des Schwanzes und der Rest 
gewebe des amputierten Organs, welche unmittelbar an die Blastem« 
grenzen (anliegende Gewebe), ist im Mittel gleich 74 bis 94 mg-°. Nacl 
vierstiindiger Autolyse steigt die Menge des nicht durch Trichloressigsiéur 
fallbaren Stickstoffs bei dem normalen stationaéren Gewebe auf 126 mg-°,, 
wahrend die Menge fiir die Regenerationsblasteme und die anliegenden 
Gewebe unverindert bleibt. Nach zwélfstiindiger Autolyse andert. sich 
das Bild sehr. Die Menge des Stickstoffs (RN.), der durch Trichloressig 
saure unfallbar bleibt, ist fiir die nicht regenerierenden Gewebe gleich 
152 mg-%, fiir die Blasteme 170 mg-% und fiir die anliegenden Gewel« 
310 mg-%. 

Bei der Gegeniiberstellung dieser Angaben kénnen wir feststellen, 
daB die Restgewebe des amputierten Organs, die unmittelbar an dic 
Blasteme grenzen (anliegende Gewebe), am meisten der Autolyse unter- 
worfen sind; die entsprechenden Zahlen fiir die Autolyse der normalen 
Gewebe und die der Blasteme sind gleich. Fiir den letzten Fall mut 
jedoch beachtet werden, daB die Autolyse bei den Geweben der Regene- 
rationsblasteme spiter beginnt, als die Autolyse der normalen Gewebe. 
daB also die Intensitat der Autolyse der Blasteme bedeutend héher ist 

Der hier festgestellte Unterschied in der Intensitaét der Autolyse 
der Gewebe des Regenerats und derjenigen der normalen Gewebe kann 
auf zwei Arten erklart werden. Erstens ist es méglich, daB die Kon- 
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zentration und die Aktivitat der proteolytischen Fermente in ver- 
schiedenen Gebieten des Regenerats nicht gleich ist und zweitens, dab 
die Bedingungen fiir die fermentative Reaktion verschieden sind, 
so kann z. B. die Widerstandsfaihigkeit der Gewebe gegen ein und das- 
selbe Ferment wechseln. 

Um diese Frage zu entscheiden, wurde gepriift, wie die Wirkung 
der Kathepsine in den Geweben des Regenerats und in denen der 
normalen nicht regenerierenden Organe bei Amphibien  charak- 
terisiert ist. 

Material und Methode. 


Als Versuchsmaterial wurden Kaulquappen (Pelobates fuscus) in 
einem Stadium, wo die vorderen Extremitaten noch nicht durehgebrochen 
waren, und Axolotl im Alter von 6 bis 9 Monaten verwendet. 

Die Gewebe des nicht regenerierenden Schwanzes, die Gewebe der 
Regenerationsblasteme des Schwanzes und die Restgewebe des amputierten 
Organs, die unmittelbar an die Blasteme grenzen (anliegende Gewebe), 
wurden der Verdauung unterworfen. Das Alter der Blasteme schwankte 
zwischen 4 bis 6 Tagen bei den Kaulquappen und zwischen 8 bis 11 Tagen 
bei den Axolotln. 

Aus den stationaéren Geweben und den Geweben des Regenerats wurde 
folgendermafBen ein Extrakt des Ferments bereitet. In einen 25 cem-Kolben 
wurde eine gewogene Menge zerkleinerten Gewebes gebracht und die 
doppelte Gewichtsmenge von mit Essigséiure angeséiuertem Glycerin hinzu- 
gefiigt. Nach mehrmaiigem Durchschiitteln wurde das Gemisch 4 Stunden 
im Thermostaten bei 37°C aufbewahrt. Es wurde filtriert und das Filtrat 
zu den Versuchen verwendet. In der Regel kam der frische Extrakt sofort 
zur Verwendung, nur in einigen Fallen konnte er erst nach vier- bis fiinf- 
tagigem Stehen auf Eis gebraucht werden. 

Da die proteolytische Aktivitat des Fermentextraktes sich im Laufe 
dieser Zeit, wenn auch unbedeutend, verandert, wurden die Resultate der 
Verdauung der Gewebe des Regenerats und der normalen Gewebe nur 
in denselben Versuchsserien verglichen, woraus sich der Unterschied in 
den absoluten Zahlen der Intensitét der Verdauung gleicher Gewebe bei 
denselben Versuchsverhiltnissen in verschiedenen Serien erklart. Das 
Verhaltnis zwischen der GréBe der Intensitat der Verdauung bei den Ge- 
weben des Regenerats und der der normalen Gewebe bleibt in den ver- 
schiedenen Serien gleich. 

Die Verdauung dauerte 4 bis 24 Stunden bei 37°C. Die Menge 
der Gewebe, welche untersucht wurde, schwankte zwischen 250 und 350 mg. 
Das Material war sorgfaltig mit der Schere zerschnitten und wurde in einen 
10 cem-Kolben gebracht. Zu dieser Menge wurden je 2 bis 3 cem Phosphat- 
puffergemisch vom py 5,3, 0,20 bis 2 cem Fermentextrakt und 2 bis 3 Tropfen 


Toluol hinzugefiigt. Das eigene Ferment der zu verdauenden Gewebe 
wurde in einigen Serien durch 1 bis 2 Minuten dauerndes Erhitzen im 
siedenden Wasserbad vernichtet. Die Intensitat der Verdauung wurde 


nach der Menge der durch Trichloressigséure nicht gefallten EiweiBabbau- 
produkte festgestellt, bei denen der Stickstoff nach der Mikromethode 
von Kjeldahl in der Modifizierung von Bang bestimmt wurde. 
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Experimentelier Teil. 


In dem ersten Teil unserer Untersuchung stellten wir die Widerstar 
fahigkeit der Gewebe gegen Fermente fest, d.h. die Intensitat der V« 
dauung verschiedener Gebiete der Gewebe des Regenerats und norms 
CGewebe durch das gleiche Fermentpraparat. 

Hierzu) wurden sieben Versuchsserien durehgefiihrt, in denen 
stationaren Gewebe, die Gewebe der Blasteme und die anliegenden Gew: 
der Verdauung durch emen Glycerinextrakt aus nicht regenerierenc: 
(stationaéren) Geweben unterworten wurden. Die Resultate der Versu 
siehe Tabelle I, wo sich die Mittelwerte einiger Versuche finden. 


Tabelle I. 


Resultate der Verdauung der Blastemgewebe, der anliegenden Gewe! 
(der unmittelbar an die Blasteme grenzenden Restgewebe des amputierte) 
Organs) und der stationaren Gewebe, durch den Extrakt aus den stationar 
(nicht regenerierenden) Geweben. In der sechsten Serie wurden die Gewel)- 
fermente durch Erhitzen zerstért, in den anderen Versuchen war das eiger: 
Ferment der Gewebe erhalten. (Die Versuche wurden mit Kaulquap] 
angestellt.) 


Die Intensitat der Verdauung ist in mg-®, des durch Trichloressigsaurs 


nicht gefallten Stickstoffs ausgedriickt. 





Dauer det Intensitit der Verdanung der Gewebe in mg-9,, des Rest-N 
Verdauung 
Std Stationire Gewebe Blasteme Anliegende Gewely 


363 329 
348 5S4 i 
339 528 - 
519 663 544 
DS5 597 569 
577 592 628 
1150 1009 1008 


LWW WO & 


a 


Auf Grund der oben angefiihrten Daten kann man den Schlul3 
ziehen, das die Verdauung der Gewebe verschiedener Gebiete des 
Regenerats und die der normalen stationiren Gewebe durch den Extrakt 
aus stationéren Geweben gleichartig erfolgt. Unabhangig davon, ob 


das eigene Ferment des zu verdauenden Gewebes zerstért wurde ode! 
nicht, waren die Daten fiir die Intensitat der Verdauung etwa gleich 


(siehe Serie 5 und 6 der Tabelle I). 

Dieser SchluBfolgerung widersprechend sind die Resultate de: 
vierstiindigen Autolyse (Serie 1, 2,3 der Tabelle I), wo die Menge des 
Stickstoffs, der durch Trichloressigsaure nicht gefallt wird, fiir Normal- 
gewebe 339 bis 348 mg-°,, fiir die Blasteme dagegen 528 bis 584 mg-°, 
ist. Die Intensitat der Verdauung steigt demnach anfangs bedeutend 
in den Geweben der Blasteme im Vergleich zu den normalen Geweben 
Spater gleicht sich jedoch der Unterschied in der Intensitat der Ver- 
dauung der Gewebe des Regenerats und der normalen vollstandig aus. 





Proteolyse il regenerierenden Creweben., II 


Erscheinung irgendwie zu erklaren, war im gegebenen Falle nicht 
iglich. 
Andere Werte bekamen wir bei der Untersuchung der Aktivitat 
des Ferments in verschiedenen Gebieten des Regenerats. Die Versuchs- 
rien wurden folgenderweise angestellt. Die Gewebe des normalen 
iicht regenerierenden) Schwanzes wurden einer Verdauung durch den 
‘xtrakt der Fermente aus den Geweben der verschiedenen Gebiete 
es Regenerats und der Normalgewebe unterworfen Die Aktivitat 
es Ferments wurde durch die Intensitat der Verdauung des Substrats 
estimmt. Es wurde wieder die Menge des Stickstoffs, der durch Tri 
hloressigsaure nicht getallt wird, nach dem Mikro-A jeldahl-Verfahren 
semmessen. 
Als Versuchsmaterial dienten wieder Kauiquappen und Avxolot! 
Die Resultate der Versuche siehe Tabelle IT, T1L. IN 


Tabelle I. 


Kaulquappen. Die Gewebe des normalen (nicht regenerierenden 


Schwanzes wurden durch Extrakte aus Normalgewebe, Blastemen und den 
liesen anliegenden Geweben verdaut. Die Intensitat der Verdauung ist aus 
vedriickt in mg-®, Stiekstoff (RN Die Fermente der zu verdauenden 


Giewebe wurden nicht zerstért. 





Dauer det r ng der rmaige lurch Extrakte 
Verdauung 

Std renden Gewet 
24 899 
24 396 
24 I 


Axolotl, sonst wie Tabelle 





Dauer der Verdauung der Normalgewebe durch Extrakte 
Verdauung i " 

us der nliewe 
malgeweben aus Blastemer si , gy Praeasies 
Std. len Gewehber 


~ 


130 134 
134 142 
137 147 
149 151 
153 156 
154 160) 
156 16S 
161 71 
166 190) 
239 194 

202 

204 

214 


Im Mittel: 165 | 171 


Ce ne en ee ee 
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Tabelle IV. 


Axolotl, sonst wie Tabelle III. Das eigene Ferment der zu verdauenc: 
Gewebe wurde zerstért. 





Dauer der Verdauung der Normalgewebe durch Extrakte 
Verdauung i os eT ee Tet ere eee Ta ar 
aus den anliege: 


aus No rewebe aus Blasteme , 
aus Normalgeweben aus Blastemen den Geweben 


Std. 


DO PhS DO DO LO bO 


127 195 
147 219 
325 250 
357 291 
290 381 293 
239 383 349 


Im Mittel: 219 286 266 


fom fees fh pet ek 


Die Daten in Tabelle 2 sprechen tiberzeugend dafiir, dab bei den 
Kaulquappen die stationaéren Gewebe dann intensiver verdauen, wenn 
als Fermentpraparat ein Extrakt aus den Restgeweben des amputierten 
Schwanzes, die unmittelbar an die Blasteme grenzen, verwendet wird 
Folglich ist das proteolytische Ferment, welches aus den anliegenden 
Geweben extrahiert wird, aktiver als das Ferment, das aus den 
Blastemen extrahiert wird. Diese Angaben stimmen ganz mit 
den Daten iiberein, die in unserer ersten Mitteilung gebracht 
wurden, wo eine intensivere Autolyse in den anliegenden Geweben 
im Vergleich zu der der Blasteme und der der normalen Gewebe 
festgestellt wurde. 

Etwas anders sind die Daten, die wir bei Axolotln erhielten 
Ebenso wie bei den Versuchen mit Kaulquappen wurden die folgenden 
Substrate der Verdauung durch Extrakte aus stationéren Geweben 
unterworfen; Gewebe des normalen (nicht regenerierenden) Schwanzes 
des Axolotis, Blastemgewebe und anliegende Gewebe des Schwanzes 
dés genannten Tieres. 

Im ganzen wurden zwei Gruppen von Versuchen angestellt. In de: 
ersten Gruppe (13 Serien, Tabelle IIL) wurde das eigene Ferment des ver 
dauenden Gewebes nicht zerstért. Nach den Ergebnissen dieser Versuchs 
gruppe kann man von einer vollstandigen Gleichheit der Aktivitat der 
Kathepsine der Gewebe des Regenerats und der normaler Gewebe sprechen. 
Nach zwolfstiindiger Verdauung mit dem Extrakt aus Normalgeweben 
war RN. = 165 mg-%, mit dem Extrakt aus dem Blastem = 157 mg-°, 
und mit Extrakt aus den anliegenden Geweben = 171 mg-%, d.h. also 
praktisch gleiche Zahlenwerte. 

In der zweiten Gruppe (6 Serien, Tabelle IV) war das Ferment de: 
verdauenden Gewebe durch Erhitzen zerstért worden; als Resultat be 
kamen wir andere Daten als in den Versuchen in der vorhergehenden Gruppe. 
Der RN. der stationaéren Gewebe des Schwanzes war nach zwélfstiindiger 
Verdauung durch den Extrakt aus stationaren Geweben = 219 mg-°,. 
aus Blastemen = 286 mg-% und aus den anliegenden Geweben = 266 mg-°». 
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Hier sehen wir eine intensivere Verdauung durch Extrakte aus Blastemen 
ind anliegenden Geweben im Vergleich zum Normalgewebe. 


Der Widerspruch zwischen der ersten und zweiten Versuchsgruppe 


ist leicht zu erklaren. In der ersten Gruppe zerstérten wir die Fermente 


der verdauenden Gewebe nicht und fiigten dem Substrat sehr kleine 
Mengen Extrakt (0,35 cem) hinzu. Dadurch maskierte die Wirkung 
des eigenen Ferments in den verdauenden Geweben die des Extrakts, 
und da wir in allen Fallen als verdauendes Substrat stationire Gewebe 
hatten, so waren auch die Daten in allen Serien mehr oder weniger 
gleich. 

Wenn wir jedoch das eigene Ferment abtéten und eine grobe 
Menge Extrakt hinzufiigen, so wie das in den Versuchen der zweiten 
Versuchsgruppe (Tabelle 1V) war, so haben wir es in dem Versuch mit 
der Wirkung der Fermente, die aus den untersuchten Geweben extrahiert 
wurden, zu tun. Als Resultat bekamen wir eine héhere Intensitat der 
Verdauung der Gewebe der Blasteme und der anliegenden Gewebe 
im Vergleich zu den stationéren Geweben. Der Unterschied in der 
Aktivitat des Extraktes aus den Geweben des Regenerats und den 
normalen kommt jedoch in dieser Versuchsgruppe nicht geniigend klar 
zum Ausdruck. Dieses kann damit erklart werden, da} wir in unseren 
Versuchen mit Lyofermenten (Lyokathepsin) arbeiteten, d. h. mit 
dem Teil der Kathepsine, welcher leicht durch Glycerin und Wasser 
extrahiert wird. Es konnte also das Ferment, das mit den Struktur- 
elementen der Zelle verbunden ist, in unseren Versuchen nicht in 


Tabelle V. 


Der Autolyse wurden die stationiren Gewebe, die Blastemgewebe und 
die anliegenden Gewebe des Schwanzes des Axolotls unterworfen. Gewebe- 
stiicke im Gewicht von 250 bis 300 mg wurden sorgfaltig zerkleinert und 
in einen 10 cem-Kolben gebracht, wo 2 cem Phosphatpuffergemisch und 
1 bis 2 Tropfen Toluol hinzugefiigt wurden. Die Autolyse wurde bei 37°C 
ausgefiihrt. Nach der Autolyse wurden dem Gemisch 2 cem 20% ige Tri- 
chloressigsaure hinzugefiigt und der Niederschlag filtriert. In dem Filtrat 
wurde nach der Mikro-Ajeldahl-Methode der Stickstoff bestimmt. Die 
Intensitat der Autolyse wird durch die Menge des vorhandenen Stickstofts 
in mg-% ausgedriickt. 





Dauer der pu bei dem Intensitat der Autolyse 
Serie Autolyse die Autolyse 


verlief 


bei stationiren bei Blastem- bei anliegen- 


Std Geweben geweben den Geweben 


— 


108 152 149) 
56 118 93 
70 118 177 
89 140 147 
Im Mittel fiir die 1., 3., 4. Serie: 89 136 151 
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Betracht gezogen werden. Es ist sehr wahrscheinlich, dab bei 
Beurteilung der Versuche mit diesem Teil des Ferments der Unterschi 
in der Aktivitat der Extrakte der Gewebe des Regenerats und d 
normalen klarer hervortritt. Um diese Annahme zu prifen, wurd: 
Versuche mit der Autolvse der Gewebe des nicht regenerierend: 
Schwanzes, des Gewebes der Regenerationsblasteme und der Res 
vewebe des amputierten Organs, das dem Blastem angrenzt, angeste||! 
Als Versuchsmaterial dienten Axolotl im Alter von 9 Monaten: d 
Resultate siehe Tabelle V 

Wenn in Betracht gezogen wird, dali der Reststickstoffgehalt vi 
der Autolyse fiir die stationaren Gewebe im Mittel 50 bis 60 mg 
fur die Blasemgewebe 47 bis 48 mg-°,, und fiir die anliegenden Gewe! 
35 bis 40 mg-°%, betragt, so erlauben die Daten in Tabelle V von ein 
hoheren Fermentaktivitat der Blastemgewebe und der Restgewel 
des amputierten Organs (anliegende Gewebe) im Verhaltnis zu cd 
stationaren (nicht regenerierenden) Geweben zu sprechen. Wenn na 
zwoOlfstiindiger Autolyse der Reststickstoff der stationiren Gewely 
sich um 39 mg-°,, vergr6éBert, so vergréBert sich der RN. der Blastem 
gewebe um 88 mg-°, und der der anliegenden Geweben um 111 mg- 
In den zwei letzten Fallen ist die Intensitat der Autolyse bedeutend 
hoher im Verhaltnis zur Norm 


Zusammenfassung. 


1. Die Intensitat der Verdauung in verschiedenen Gebieten de: 
Regenerationsgewebe und der stationdéren Gewebe des Kaulquappen 
schwanzes durch sauren Glycerinextrakt aus stationaren Geweben 
des Schwanzes desselben Tieres sind gleich. Der anfangs vorhandenc 
Unterschied in der Intensitat zwischen den Geweben des Regenerations 
blastems und den stationaéren Geweben, welcher nach 4stiindiger Ve: 
dauung gefunden wird, gleicht sich spater ganz aus. Folglich sind dic 
Wirkungsverhaltnisse ein und desselben Fermentpraparats in den ver 
schiedenen Gebieten des Regenerats und der normalen Gewebe gleich 

2. Die Intensitét der Verdauung der stationaéren Gewebe des 
Kaulquappenschwanzes durch Extrakte aus den Geweben der Re 
generationsblasteme und den Restgeweben des amputierten Organs 
die unmittelbar dem Blastem angrenzen (anliegende Gewebe), ist bei 
ein und demselben Tier nicht gleich. Das Kathepsin, welches in dem 
Extrakt der anliegenden Gewebe enthalten ist, ist aktiver oder in gréBere! 
Menge vorhanden als im Extrakt aus den Blastemgeweben. 


3. Die Intensitaét der Verdauung der stationéren Schwanz 
gewebe des Axolotls durch Extrakte aus den Blastemgewebe: 
und anliegenden Geweben ist anscheinend etwas hoéher als di 
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tensitat der Verdauung desselben Substrats durch Extrakt aus 
n stationaren Geweben 

$. Die Intensitat det Autolyse der Gewebe verschiedener Gebiet 
<s Regenerats des Axolotlschwanzes ist héher als die Intensitat 
ler Autolyse der stationéren Gewebe (normale) Man kann dahetr 
innehmen, daB die Kathepsine in den Geweben des Regenerats in 
gréBerer Menge vorhanden oder aktiver sind als in den normalen Ge 
veben. 

5. Das Verhaltnis zwischen Lye- und Desmoteilen des Kathepsins 
scheint in den normalen und regenericrenden Geweben verschieden zu 
sein. Wir haben Grund anzunehmen, daB in den Gebieten des Regenerats 
mehr Ferment (Desmokathepsin) vorhanden ist, das stabil mit den 
iléslichen Teilen des Plasmas verbunden ist, als in den normalen Ge- 


weben. Die Menge des Lyoferments ist jedoch in beiden Fallen 


praktisch gleich 








Uber Beeinflussung der Muskelglykolyse durch Carotin. 
Von 
Charlotte Frisch und R. Willheim. 
(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Universitat Wien.) 
(Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Seegen-Stiftung der Akademie ci 
Wissenschaften in Wien.) 


(Eingegangen am 8. Juli 1934.) 


Vor etwa zwei Jahren wurde von Wetzler-Ligeti und dem einen 
von uns (1) die Tatsache festgestellt, daB die Anwesenheit von Carotin 
die Glykolyse defibrinierten Blutes zu beschleunigen imstande ist 
Als Arbeitshypothetese wurde angenommen, da diese Beschleunigung 
der Glykolyse auf die bekannte Fahigkeit der Carotine, Sauerstoff 21 
binden [Arnaud (2), Willstatter und Mieg (3), Fodor (4), Monoghan und 
Schmitt (5)] und damit eine relative Anaerohiose zu schaffen, zuriick- 
gefiihrt werden kénnte. Fiir diese Auffassung schien der Umstand 
zu sprechen, daB durch Cyankaliumzusatz in Anaerobiose versetztes 
Blut nach Carotinzusatz keine weitere Steigerung der Glykolyse 
aufwies und dab Vogelblutkérperchen, die vermége ihrer starken durch 
den Kerngehalt bedingten Atmung keine Glykolyse zeigen, eine solche 
nach Carotinzusatz aufwiesen. Auch verloren  wasserige Carotin- 
lésungen, denen durch Stehen an der Luft Gelegenheit geboten war 
sich mit Sauerstoff zu beladen, ihr glykolysesteigerndes Vermégen 

Angesichts dieses interessanten Sachverhalts erschien es nahe- 
liegend und wiinschenswert, auch andere biologische Glykolysen in 
den Kreis der Betrachtung zu ziehen. Namentlich war die Muskel 
glykolyse hier zu priifen, da sie ja fiir glykolytische Versuche das best- 
gekannte Testobjekt darstellt. Tatsaéchlich ergaben die an Lohmann. 
schen Extrakten vorgenommenen glykolytischen Versuche nach 
Carotinzusatz in der tiberwiegenden Anzahl der Fille eine deutliche 
Steigerung der Milchséurebildung aus zugesetztem Glykogen. Be 
sonders deutlich wurde dieser glykolysesteigernde Effekt, wenn nicht 
nativer Muskelextrakt, sondern durch Dialyse vom Co-Ferment befreites 
und hiernach durch Kochsaft von Skelettmuskel, Herzmuskel, Lebe: 
oder Hefe wieder aktivierter Extrakt verwendet wurde. 


Experimenteller Teil. 


1. Darstellung des Muskelextraktes. Zur Verwendung gelangte Ratten-. 
Kaninchen- oder Meerschweinchenmuskulatur frisch geschlachteter und 
entbluteter Tiere. Etwa 20g wurden fein zerteilt und nach dem Vorgang 
Lohmanns (6) mit 0,6°% iger KCl-Lésung im Verhaltnis 2:3 bei — | 
behandelt. Bei Extrakten, die fiir Dialyse bestimmt waren, wurde an Stelle 
von KCl-Lésung destilliertes Wasser verwendet. Die gefrorene und mit 
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Quarzsand fein verriebene Muskelsuspension wurde nach kurzem <Auf- 
tauen zentrifugiert. Der Muskelextrakt wurde 3 Tage hindurech in Per- 
yamenthiilsen gegen isotonische KCl-Lésung bei 0° dialysiert, wobei die 
\uBenfliissigkeit zwei- bis dreimal erneuert wurde. 

2. Darstellung der Kochsdjte. Die betreffenden fein zerteilten Organe 

irden mit der 10- bis 20fachen Menge Wassers einige Minuten gekocht 
md das Filtrat verwendet. 

3. Darstellung der Carotinlésung. Kristallisiertes Carotin (Hoffmann- 
La Roche) wird mit 95° ,igem Alkohol im siedenden Wasserbad bis zur 
Losung behandelt und die Lésung im Wasserbad tropfenweise in 0,6 °oiger 
KCl- oder Ringerlésung emulgiert, bis sie eine orangegelbe Farbe annimmt. 
Um den Alkohol tunlichst vollstandig zu entfernen, wird bis etwas unter 
das urspriingliche Volumen der wasserigen Lésung eingeengt. Nach dem 
Erkalten kann die Lésung verwendet werden. Es ist zu betonen, da8 fiir 
jeden Versuchsansatz frisch hergestellte orangefarbene Lésungen von fein- 
kolloidalem Charakter verwendet wurden. 

4. Versuchsansatz. Je 10 cem des wie oben gewonnenen Muskelextraktes 
wurden mit 2,5 cem Phosphatpuffergemisch vom py = 7,4, 3cem Wasser 
bzw. Kochsaft und mit 4ccm einer 1° igen Glykogenlésung versetzt, 
wodurech im Extraktgemisch eine Glykogenkonzentration von 0,2%, ent- 
steht. Von dieser Lésung wurden nun 5cem mit 3 ccm einer 0,6 ° igen 
KCl- bzw. Ringerlésung und 5cem mit 3ccm der Carotinlésung fiir den 
glykolytischen Versuch angesetzt. Gleich bei Beginn des Versuchs sowie 
nach zweistiindigem Stehen des genannten Ansatzes wurde je eine Milch- 
siurebestimmung vorgenommen. 

5. Milchsdurebestimmung, val. Friedemann-Kendall (13). 3cem des 
Gemenges wurden nach Mendel-Goldscheider (7) mit Metaphosphorsaéure 
enteiweiBt, hierauf die Kohlenhydrate mittels Kupfer-Kalkfallung [Sal- 
kowski (8), van Slyke (9)| entfernt und 5cem des Filtrats mit 3 eem einer 
doppeltmolaren H,PO, und 10 cem einer 10° igen MnSO,-Lésung versetzt 
und das Volumen mittels dest. H,O auf 50 cem aufgefiillt. Die Bestimmung 
der Milchsaiure erfolgte im Apparat von Lieb und Zacherl (10). Zur Oxy- 
dation wurde eine n/200 KMnO,-Lésung verwendet und der entstehende 
Aldehyd in 10cem einer n/50 KHSO,-Lésung aufgefangen. Hierbei 
lieBen wir bei jeder Bestimmung vorher 5 Minuten bei gleichzeitigem Er- 
hitzen Luft durchstr6men und wechselten dann die Vorlage aus, um 
eventuell vorhandene, die Bestimmung stérende Faktoren auszuschlieBen. 
In der iiblichen Weise wurde so lange KMnO, zutropfen gelassen, 
bis eine bleibende, durch MnO, bedingte Braunfarbung erzielt wurde. 
Hierauf wurde in der Vorlage nach Zusatz von Starke mittels n/50 Jod- 
loésung ungefahr und anschlieBend durch wechselnden Zusatz von KHSO, 
und n/200 Jodlésung ganz genau alles freie Bisulfit wegoxydiert. 
Durch Zusatz von 10cem gesattigter NaHCO,-Lésung wurde dann das 
an Aldehyd gebundene KHSO, in Freiheit gesetzt und durch Titration 
mit n/200 Jodlésung bestimmt. 1 cem n/200 Jodlésung entspricht 0,225 mg 
Milchsaure. 

Bei der beschriebenen Methode und den benutzten Apparaten iibt 
die Anwesenheit von Chinonmengen, wie wir sie den Versuchsansatzen 
gelegentlich zugaben (s. unten), keinen st6renden Einflu®8 aus. 


Diskussion. 
Wie aus Tabelle I ersichtlich ist, wurden von sieben in nativen 
Muskelextrakten angestellten Versuchen sechs durch Carotin in ihrem 
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Tabelle I. 
Versuchsmaterial: frische Muskelextrakte. Milchsaurewert: 
mg, berechnet auf 100cem Muskelextrakt. 





Glykolyse . Dureh Carotir 
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ohne Zusatz arotinglykolyse wirkte Ander 

Verwendete : 
Tierart Aus- 
gangs- 


wert 


in 


Versuch 


End- Glyko- AUS” End- Glyko- 
wert lyse &8°?8S" wert lyse 
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mae se 89,51 168.7) 79,2 101.6 241.6 140.0 + 608 
» «© » « « . « $1449 (138.0) 18,1 1 121,7 |180,9)| 59.2) +- 41.1 
Bas gn 98,4 |120,9; 22,5 | 119,0|140,5) 215);— 1 |§- 
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* 203,0 | 233,3! 30,3 | 172.6 |218,7| 46,1) + 15.8 + : 
109,8 135,0) 25,2 113,8|187,9' 74,1 + 489 - 


Tabelle II. 
‘ersuchsmaterial: durch Dialyse inaktivierter Meerschwein 
t-henmuskelextrakt, komplettiert durch Kochsafte. Milc! 
saiure in mg berechnet auf 100cem Muskelextrakt. 
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glykolytischen Vermégen deutlich gesteigert. Die Steigerungen liegen 
zwischen 37 und 259%, des Ausgangswertes bzw. zwischen 12 und 
60,8 mg Milchséure (berechnet fiir 100 ccm Muskelextrakt), Werten, 
die durchaus auBerhalb der ermittelten Fehlergrenzen liegen. Es ist 
sonach durch die vorliegenden Untersuchungen erwiesen, daB dic 
Muskelglykolyse in gleicher Weise wie die Blutglykolyse durch Carotin- 
zusatz gesteigert wird. 


Nun mochten wir die eingangs erwahnte Arbeitshypothese auf 
ihre Richtigkeit priifen. Wir sind dort von der Auffassung aus- 
gegangen, daB dem Carotin dank seiner Sauerstoffaviditat dic 
Fahigkeit innewohne, eine relative Anaerobiose zu schaffen und auf 
diesem Wege die Glykolyse zu steigern. Eine derartige Vorstellung 
geht auf die durch die Atmung katalysierte Pastewr-Meyerhof sch 
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Beeinflussung glykolytischer Vorgange durch Carotin. 


teaktion, d.h. auf eine unter diesen Umstanden erfolgende Riick- 
ldung von Kohlenhydraten aus Milchsdure aurick. Nun wurde aber 
ch Meyerhof (11) festgestellt, daB im Muskelextrakt im Gegensatz zum 
ytakten Muskel die genannte Reaktion auch bei Anwesenheit von 
Sauerstoff niemals statt hat. Auf Grund dieses Sachverhalts erscheint 
durch den positiven Ausfall der mitgeteilten, in Lxtrakten angestellten 


Versuche zunachst die Stichhaltigkeit unserer Arbeitshypothese in 
Frage gestellt. Wenn namlich im Muskelextrakt die in Rede stehende 
Reaktion gar nicht vor sich geht, miubte der Carotinwirkung ein 
anderer als der oben angenommene Mechanismus eigen sein. Nun 
sind aber unsere Kenntnisse tiber die Pasteursche Reaktion in jiingster 
Zeit durch F. Lipmann (12) ganz wesentlich erweitert worden; dieser 
Autor fand, daB auch in Muskelextrakten die Glykolyse gehemmt bzw. 
die Pasteursche Reaktion in Gang gebracht werden kann,.wenn dieser 
sauerstoffiibertragende Systeme, wie Chinon, zugesetzt werden. Bei dieser 
Sachlage steht natitrlich nichts der Auffassung entgegen, die Wirkung 
des Carotins nach wie vor als durch seine Aviditét zum Sauerstoff 
bedingt anzusehen, nur daB es eben nicht molekularer Sauerstoff ist, 
der hier durch Carotin gebunden und der Veratmung entzogen wird, 
sondern daB vorhandene oxydative Systeme, die sonst die Glykolyse 
im Sinne einer Meyerhofschen Reaktion hemmen, durch Carotin re- 
duziert und so auper Funktion gesetzt werden. Diese Auffassung, dab 
das Carotin nicht nur am molekularen Sauerstoff, sondern auch an 
oxydativen Systemen (Zwischenkatalysatoren) seinen Angriffspunkt 
hat, ist nun einer experimentellen Priifung zuganglich. Es ware namlich 
in diesem Falle anzunehmen, daB die z. B. durch Chinon als oxydatives 
System im Muskelextrakt erzielbare Hemmung der Glykolyse durch 
Carotin wieder aufgehoben wird. Wie Tabelle III zeigt, ist dies tat- 
sichlich der Fall. Es zeigt sich, daB in Ubereinstimmung mit den Er- 
gebnissen Lipmanns nach Zusatz einer 10-* mol. Chinonlésung (3 cem pro 
Versuchsansatz) eine villige Hemmung der Glykolyse erzielt wird. Sobald 
jedoch diesem chinonhaltigen Ansatz auch Carotin zugesetzt wurde, war 
die glykolysehemmende Wirkung des Chinons aufgehoben. Dieses Versuchs- 


Tabelle ITI. 
Versuchsmaterial: frischer Meerschweinchenmuskelextrakt. 
Milchsaure in mg, berechnet auf 100cem Muskelextrakt. 





Ohne Zusatz + Chinon + Chinon + Carotin 
Aus- | Aus- 13> Aus- ten 
gangs- | Endwert gangs- Endwert wll gangs- Endwert} ’ 
wert | wert ; wert 





lyse 


75,4 90,0 4, 107,2 — 5 74,1 93,8 + 19,7 
109,8 135,0 g 138.9 : ~ 52, 115,1 142.9 + 27,8 
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336 C. Frisch u. R. Willheim. 


ergebnis erlaubt mit gr6Bter Wahrscheinlichkeit den SchluB, daB d. 
Carotin die Fahigkeit innewohnt, die Wirkung des Chinons als oxydati) 
System zu paralysieren. Es ist also die Wirkung des Carotins im vo 
liegenden Falle nicht als Abfangapparat fiir den molekularen Sauerstof! 
zu deuten, sondern als eine Ausschaltung eines fiir den Ablauf der Glykol ys: 
bedeutsamen Oxydationssystems. Einer ahnlichen Auffassung bedient: 
sich Franke (14), der im Laufe einer der Oxydation von Fettséuren be; 
Carotinanwesenheit gewidmeten Arbeit von einer unter Umstanden 
eintretenden ,,Ablenkung** der oxydativen Fahigkeit vorhandene 
Oxydationssysteme auf das Carotin spricht. 

Die folgende, den Verhaltnissen bei der Carcinomglykolyse x 
widmete Arbeit wird zeigen, zu welchen Ergebnissen diese Betrachtungs- 
weise auch auf dem Gebiet der Tumorpathologie fiihrt. 


Zusammenfassung. 

Der seinerzeit an der Blutglykolyse erhobene Befund einer Steigerung 
derselben durch Anwesenheit von Carotin konnte dahin erweitert 
werden, daB auch die Muskelglykolyse durch diese Substanz betracht- 
lich gesteigert wird. Es wird an der Auffassung festgehalten, daB es 
die Sauerstoffaviditat des Carotins ist, der diese glykolysesteigernde 
Wirkung zuzuschreiben ist. Doch konnte durch Versuche mit Zusatz 
von Oxydationssystemen (Chinon) gezeigt werden, daB der Angriffs 


punkt des Carotins auch an oxydativen Zwischenkatalysatoren erfolgen 


kann. 
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(Eingegangen am 8. Juli 1934.) 


Die folgenden Untersuchungen gehen auf einen Befund von 
Wetzler-Ligeti und Willheim (1) zuriick, wonach die von den Autoren 
festgestellte Steigerungsfahigkeit der Blutglykolyse durch Carotin im 
Blute krebskranker Individuen nicht nachweisbar ist. Dieser Befund, 
der inzwischen an mehreren hundert klinischen Fallen so erhartet 
wurde, da6B eine diagnostische Verwertung méglich erscheint, gewann 
durch Feststellungen, tiber die in der vorhergehenden Arbeit berichtet 
wurde, neuerliches Interesse. Es konnte namlich gezeigt werden, 
daB die Steigerungsfahigkeit der Glykolyse durch Carotin nicht auf die 
Blutglykolyse beschrankt, sondern auch der Muskelglykolyse eigen ist. 

Bei dieser Gelegenheit ergab sich, daB die Steigerung der Muskel- 
glvykolyse durch Carotin auch an Muskelextrakten beobachtet werden 
konnte, die durch Dialyse vom Co-Ferment befreit und durch Zusatz 
von Muskel- bzw. Hefekochsaft reaktiviert wurden. Es lag nun nahe, 
die genannten Kochsafte durch den Kochsaft von Tumorgewebe zu er- 
setzen, und dies um so mehr, als in zahlreichen Arbeiten iiber den in 
den verschiedensten Effekten offenbarten hohen Co-Fermentgehalt des 
Tumorgewebes berichtet wird. [Newberg und Gottschalk (2), Waterman (3), 
Kraut und Bumm (4), Bumm und Fehrenbach (5), Neuberg, Kobel und 
Laser (6).| Insbesondere sei hervorgehoben, daB Waterman und Bumm 
und Fehrenbach mittels Extrakten aus Tumoren die Glykolyse von 
sonst schwach glykolysierenden Geweben deutlich zu steigern ver- 
mochten; Bumm und Fehrenbach konnten auch, was fiir die vorliegende 
Arbeit von besonderem Interesse ist, qualitative Differenzen zwischen 
ihrem aus Tumoren gewonnenen Co-Ferment 7’ und der Co-Zymase nor- 
malen Gewebes feststellen. Es ergab sich sonach die Fragestellung, 
wie ein durch Dialyse inaktiviertes, durch Tumorkochsaft reaktiviertes 


ylykolytisches System sich gegeniiber Carotin verhalt und ob aus dieser 


Versuchsanordnung eine Aufkléarung des oben erwahnten unterschied- 
lichen Verhaltens der Blutglykolyse Krebskranker abzuleiten ist. 
Diese Problemstellung erschien um so interessanter, als in der vorher- 
gehenden Arbeit der Mechanismus der Carotinwirkung insofern einer 
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gewissen Klarung zugefiihrt wurde, als es gelang, den Angriffspun! 


der Carotinwirkung in bestimmten, vielleicht als Zwischenkatalysator 
wirkenden Oxydationssystemen zu erkennen. 


Die .Versuche gestalteten sich so, daB inaktivierter Muskelextra 
einerseits mit Muskel- bzw. Hefekochsajt, andererseits mit Tumorkochs 
komplettiert wurde. In beiden Ansatzen wurde dann wieder einers 
die native Glykolyse, andererseits die durch Carotin beeinflupte Glykoi 
studiert, so daB vier Parallelversuche resultierten, die einen Ejinblick 
das verschiedene Verhalten der hier  interessierenden — glykolytisch: 
Faktoren gegeniiber dem Carotin erméglichten. In einem Versuch wut 
auch ein Gemenge von Muskel- und Tumorkochsaft zur Reaktivierun; 
verwendet. 


Der Versuchsansatz selbst gestaltete sich wie folgt: LOcem dur 


Dialyse inaktivierter Muskelextrakt wurde mit 2 cem Kochsaft (im Misc! 


versuch mit 1 cem Muskel- und 1 cem Tumorkochsaft) sowie mit 2,5 « 
Phosphatpuffer von py.= 7,4 und 4,5 ccm einer 1° igen Glykogenlésunyg 
versetzt. Von diesem Gemisch wurden 5cem mit 3cem_ Ringerlésun 
und 5ceem mit 3eccem Carotinlésung fiir den glykolytischen Versuch an 
gesetzt. Am Beginn des Versuchs und nach zweistiindigem Stehen hei 
20° wurde je eine Milchsaiurebestimmung vorgenommen. Hinsichtlich der 
Darstellung des Muskelextraktes, der Carotinlésung sowie der Methodi! 
der Milchséiurebestimmung sei auf die vorhergehende Mitteilung verwiesen 
Die Darstellung des Tumorkochsaftes erfolgte in der Weise, da®B durc! 
Operation gewonnene Rattentumoren fein zerteilt und durch einige Minuten 
mit der ungefahr fiinffachen Menge 0,6 °,iger KCl-Lésung gekocht wurden 
Die filtrierte Lésung wurde nach dem Erkalten verwendet. 


Ce! 


Die vorgenommenen Versuche zeigen, wie aus der Tabelle hervor 
geht, ausnahmslos, daB die Aktivierung eines durch Dialyse in 
aktivierten Muskelextraktes durch Tumorkochsaft zu einem glykolyti- 


Tabelle. 
Versuchsmaterial: durch Dialyse inaktivierter 
Meerschweinchenmuskelextrakt. Milchsaure in mg berechnet 
auf 100cem Muskelextrakt. 





Dureh Caroti: 
bewirkte 
Anderung 


Native Glykolyse Carotinglykolyse 


Zusitze 
End- Glyko- 44S" End- |Glyko- 
gangs- : 


wert lyse wane | wert lyse 


in mg 


93.8; — 24,2) 23,8 
Muskelkochsaft . . 213,0 104,5 112.5 467,2 354,7 +22 
Carcinomkochsaft . 218.3 104,5 105,8 202.5 96,7 
: 169.6 79,6 92.6 1614 68,8 
Sarkomkochsaft . . 173,4| 96,7! 105,8|177,3) 71,4) —é 
gris 187,9 128.4 76,8 181,3 104,5 
Muskel Sarkom- 


kochsaft . ae 4 185,3.109,8 66,2 129.7 63,5 — 46,3 
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shen System fihrt, das durch zugesetztes Carotin nicht mehr gesteigert 
erden kann. Dieser Befund erscheint zunachst deswegen bemerkens- 
wert, weil, wie aus der vorangehenden Arbeit ersichtlich ist, diese 
Steigerung nicht nur bei jedem nativen Muskelextrakt — Skelettmuskel 
ebenso wie Herzmuskel — erfolgt, sondern weil auch durch Dialyse 
inaktivierte und durch Kochsaft reaktivierte Muskelextrakte immer 
eine solche Steigerung aufweisen, gleichgiltig, ob der verwendete 
Kochsaft von Muskel, Hefe oder von parenchymatésen Organen (Leber) 
stammt. Es nimmt daher tatsaéchlich der Tumorkochsaft nach dieser 
Richtung hin eine Ausnahmestellung ein. Mit Riicksicht auf die Dar- 
stellung liegt es wohl am nachsten, in dem aus dem Tumor extrahierten 
thermostabilen Co-Ferment die substantielle Grundlage fiir das differente 
Verhalten zu erblicken und daher in unseren Versuchen einen neuer- 
lichen Beleg fiir die Annahme eines besonderen, den T'umoren speziell 
eigenen C'o-Fermentes zu sehen. Was nun die Grundlage dieser Besonder- 
heit des Tumor-Co-Fermentes bzw. des Tumorkochsaftes gegeniiber den 
genannten Kochsaften anderer Provenienz betrifft, so geben uns die 
Ergebnisse der vorangehenden Arbeit ganz bestimmte Hinweise. Dort 
wurde némlich der Mechanismus der Glykolysesteigerung durch Carotin 
dahin aufgeklart, daB die in den glykolytischen Systemen vorhandenen 
oxydativen Fermentsysteme (Zwischenkatalysatoren) durch das Carotin 
reduziert und solcherart in ihrer die Glykolyse hemmenden Funktion 
gestort werden. Wenn man nun diese, wie wir glauben, experimentell 
gut gestiitzte Auffassung auf die in Rede stehenden Versuche mit Tumor- 
kochsaft tibertragt, gelangt man zu dem SchluB, daB die charakteristische 
Kigenart dieses Materials in einem Fehlen solcher durch Carotin reduzier- 
harer oxydativer Systeme gegeben ist. Wenn wir nun auch glauben, in 
diesem negativen Befund einen wesentlichen Beitrag zur Charakteri- 
sierung des Tumorkochsaftes gegeniiber anderen Gewebskochsaften 
festgestellt zu haben, so muB doch andererseits zugestanden werden, 
daB dieser Befund allein die hierher gehérigen Eigentiimlichkeiten 
nicht zu erklaren vermag. Wohl erscheint es jetzt verstandlich, daB 
Tumorkochsaft infolge seines Mangels an den erwahnten oxydativen 


Systemen durch Carotin nicht in seiner Wirkung auf die Glykolyse 


vesteigert werden kann, aber dieser negative Befund reicht nicht aus, 
um die Tatsache verstandlich zu machen, daB sich Gemenge von 
anderweitigen Kochsaften und Tumorkochsaft dem Carotin gegeniiber 
ebenso verhalten wie reiner Tumorkochsaft. Dieser Befund weist 
vielmehr zwingend darauf hin, daB auger dem erwahnten Fehlen ge- 
wisser oxydativer Systeme auch noch positive Besonderheiten dem 
Tumorkochsaft innewohnen miissen, durch die er befahigt ist, normale 
glykolytische Systeme in ihrem Wirkungsmechanismus abzuandern, 
zu ,,vergiften’’. Es liegt nahe, dem Tumorkochsaft selbst besondere 
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reduzierende Fahigkeiten zuzuschreiben, wie solche ja auch aus V: 
suchen mit der Thunbergschen Methodik (7) hervorgehen. Doch miibt 
eine derartige einfache Annahme noch weitgehend experiment: 
gepruft werden, ehe sie als Erklarung der Abwegigkeit der Tumo: 
glykolyse herangezogen wird. Vorderhand méchten wir daher ledigli: 
die Abwesenheit bestimmter fiir den Glykolyseablauf belangvoller ox ydativ 
Systeme im Tumorkochsaft als erwiesen annehmen und den Standpunk: 
vertreten, da hierin wenigstens eine der Grundlagen der Sond: 
stellung der Tumorglykolyse zu suchen ist. 

Aus der Tabelle geht hervor, daB das Carotin in den mit Tumor 
kochsaft komplettierten Versuchen nicht nur keine Steigerung, sonder 
sogar eine Hemmung der Glykolyse bewirkt. Uber das Wesen diese 
merkwiirdigen Umkehrung der Carotinwirkung sind Versuche in 
Gange, tiber die spater berichtet werden soll. 


Zusammenfassung. 

Es wurde das glykolytische System von dialysierten durch Tumor 
kochsaft reaktivierten Lohmannschen Extrakten hinsichtlich der Beein 
flussung durch Carotin studiert. Wahrend durch Muskel- oder He) 
kochsaft komplettierte glykolytische Systeme durch Carotin in ihre: 
Wirksamkeit zu steigern waren, konnte bei den mit T'umorkochsa/! 
komplettierten Versuchsanordnungen eine derartige Beeinflussung durch 
Carotin nicht festgestellt werden. Auch ein System, dem eine Mischung 
von Muskel- und Tumorkochsaft zugesetzt wurde, lieB sich in seiner 
Glykolyse durch Carotin nicht mehr steigern. Die Deutung dieses al) 
wegigen Verhaltens des Tumorkochsaftes scheint den Autoren auf Grund 
ihrer an normalem Gewebe erzielten Ergebnisse in der Abwesenheit 
gewisser in der Norm in Muskelextrakten vorhandener oxydativer uni 


so die Glykolyse hemmender Fermentsysteme gelegen zu sein. Dieser 
Befund diirfte im Rahmen der Sonderstellung der Tumorglykolys 
eine wichtige Rolle spielen. 


Literatur. 


1) Wetzler-Ligeti u. Willheim, diese Zeitschr. 254, 364, 1932; Wiene: 
klin. Wochenschr. 42, 1252, 1933. 2) Newberg u. Gottschalk, diese Zeitsch: 
154, 492, 1924; 161, 255, 1925. 3) Waterman, Arch. Néerl. de Physi: 
9, 573, 1924; Brit. J. of exper. Pathol. 6, 300, 1925. 4) Kraut u. Bumn 
Zeitschr. f. physiol. Chem. 177, 125, 1928. 5) Bumm u. Fehrenbac! 
ebenda 193, 238, 1930. 6) Newberg, Kobel u. Laser, Zeitschr. f. Kreb- 
forschung 32, 92, 1930. — 7) Thunberg, Skand. Arch. Phys. 40, 1, 1920. 
8) Ladeck, Wiener klin. Wochenschr. 52, 1589, 1933. 





Uber Imidazolkérperausscheidung im Siugetierharn. 
Von 
Regine Kapeller-Adler und Heinz Kohut. 
(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Universitat Wien.) 
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Die im folgenden zu beschreibenden Untersuchungen sind im 
Hinblick auf eine Beobachtung der einen von uns!, daB Harne gravider 
Frauen durchgehend Histidin enthalten, unternommen werden. Wir 
hofften durch ein eingehendes Studium der experimentellen Imidazol- 
urie unter verschiedenen Bedingungen die Frage nach dem Ursprung 
des im Gravidenharn immer auftretenden Histidins der Lésung naher 
bringen zu kénnen. Als Versuchstiere wahlten wir Meerschweinchen, 
welche reichlich Griinfutter bekamen und in Stoffwechselkafigen 
untergebracht waren. 

Zunachst wurde einem Meerschweinchen, dessen Normalharn 
vorher griindlich untersucht worden war, |]-Histidinmonochlorhydrat, 
in physiologischer Kochsalzlésung aufgelést und mit Natriumcarbonat 
neutralisiert, in steigenden Mengen subcutan injiziert. In dem unter 
Zusatz von Chloroform und Toluol aufgefangenen Harn wurde der 
Gesamtstickstoff, der Imidazol- und Histidinstickstoff ermittelt. Den 
Gesamtstickstoff bestimmten wir mittels der Mikro-Kjeldahl-Methode. 
Zur Ermittlung des Jmidazol- und Histidinstickstoffs wurde prinzipiell 
aus dem jeweiligen Harn die Hopkinssche Fraktion? isoliert. In 


aliquoten Teilen der letzteren wurde der Imidazolstickstoff nach Wetss 


und Ssobolew* in der von O. Firth und E. H. Majer4 verbesserten 
Form, der Histidinstickstoff nach Kapeller-Adler? bestimmt. 

Weiterhin zogen wir ein trdchtiges Meerschweinchen in den Kreis 
unserer Beobachtungen, vom Gedanken geleitet, daB das trachtige 
Tier zugefiihrtes Histidin vielleicht anders verarbeite als das nicht 
trachtige. 

Da ferner an einen Zusammenhang zwischen Leberfunktion und 
Imidazolurie> gedacht werden muBte, unternahmen wir schlieBlich 
auch Versuche an phosphorvergtfteten Meerschweinchen. - Wir brachten 
Meerschweinchen Phosphor in Form von Oleum phosphoratum 1 : L000 


' Kapeller-Adler, diese Zeitschr. 264, 131, 1933; vgl. auch Honda, 
J. of Biochem. 2, 351, 1923: Voge, Brit. med. J. 2, 829, 1929; Proc. Roy. Soc. 
Med. 23, 638, 1930; Armstrong u. Walker, Biochem. J. 26, 143, 1932. 
* Kapeller-Adler, |. ¢. S. 139. — * Diese Zeitschr. 58, 119, 1914. ' Ebenda 
264, 142, 1933. 5 Vel. Kauffmann u. Engel, Zeitschr. f. klin. Med. 114, 
405, 1930. 
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subcutan in steigenden Mengen bei. Da bei den ersten diesbeziigliche: 
Untersuchungen die Tiere sehr bald zugrunde gingen, fiihrten wi: 
schlieBlich einen protrahierten Versuch aus, indem wir zunachst vor 


sehr geringen Phosphormengen ausgingen und diese dann allmahilic/ 


steigerten. Fir diese letzte Versuchsanordnung ,benutzten wir zwe 
Meerschweinchen, ein Kontrolltier, welches nur Phosphorgaben bekam 
und ein zweites, welchem daneben noch Histidinchlorhydrat injizier 
wurde. 

Tabelle I zeigt die Ergebnisse des Versuchs am normalen Me 
schweinchen. Dem Tier wurden zunachst an zwei aufeinanderfolgenden 
Tagen je 100 mg 1|-Histidinchlorhydrat subcutan injiziert, nach eine: 
cintagigen Pause wurde diese Dosis auf das Doppelte gesteigert und 
gegen Ende des Versuchs bekam das Meerschweinchen einmal 400 mg 
Histidinchlorhydrat. Der Gesamtsticksto{f des Harns erscheint gegentiber 
der Norm erhéht, es laBt sich jedoch kein Zusammenhang zwischen 
der GréBe der Histidingaben und der Gesamtstickstoffausscheidung 
feststellen. 

Tabelle I?. 
Normales Meerschweinchen, Gewicht 350 g. 
Tagesmenge enthalt: 





Harnvolumen Injektionen 
1 Gesamt-N Imidazol-N Histidin-N —_1-Histidinehlor 


Datum . 
24S 
in 24 Std hydrat 


1934 ecm y mg mg mg 


; De 0,25 F : 
Il. 100 
If. 7 0.47 y 100 
Ll. oe 
II. we 200 
Il. | 0,58 ” 200 
II. ; , 200 
“OL 0,45 


TIL. 
TIL. 7 0.48 

“TH 

5. ILI. 20 3 200 
TIL 0.38 400 


7. UL ‘ - 200 
8 TIL. f- 58 0,33 0.8 0 i 


wo — 
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ore & 


oe ad bo pon 
SO ke WIN KO AIS 


Eine Steigerung des Harngesamtstickstoffs von Hunden bei Histidin 
verfiitterung haben Abderhalden und Einbeck*, eine solche nach eine! 
intravenésen Histidininjektion bei einem Hunde Steudel und Freise® beob 
achten kénnen. 


1 Die Werte stellen den fiir evnen Tag berechneten Durchschnitt der 
einzelnen Perioden dar, welche durch Klammern gekennzeichnet sind. 
2 Zeitschr. f. phys. Chem. 62, 322, 1909. ’ Zeitschr. f. physiol. Chem. 
120, 244, 1922. 
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Der Imidazolstickstoff des Harns erfaihrt wahrend des Versuchs 
cine minimale Erhéhung im Verhaltnis zur GréBe der einverleibten 
Histidinmenge. Hingegen konnte wahrend der ganzen Versuchszeit 
uch nicht die geringste Spur unverdnderten Histidins im Harn nach- 
vewiesen werden. Das dem Versuchstier zugefiihrte Histidin wird 
also im Stoffwechsel als solches vollkommen abgebaut, eine ganz ge- 
ringe Menge erscheint im Harn in Gestalt eines Imidazolderivats. 

Abderhalden und Einbeck! haben nach Vertiitterung von 20 g¢ Histidin- 
monochlorhydrat nur mehr 0,4 g¢ derselben Substanz aus dem Hundeharn 
wiedergewinnen kénnen. Nach intravenéser Zufuhr von Histidinchlorhydrat 
war die im Harn ausgeschiedene Histidinmenge so gering, da® sie nicht 
mehr zur Wagung gebracht werden konnte. Was die Natur des nach Histidin- 
injektionen im Harn in geringen Mengen erscheinenden Imidazolkérpers 
betrifft, so haben AKotake und Konishi* im Hundeversuch sowohl nach 
Verfiitterung als auch nach subcutaner Injektion von groBen Mengen 
Histidinchlorhydrats aus dem Harn /midazolylacrylsdure (Urocaninsiure ) 
in relativ sehr kleiner Ausbeute isolieren kénnen. Edlbacher® gelang es 
nachzuweisen, da der Histidinkomplex vornehmlich in der Leber leicht 
zerstort werde und dali hierbei das von ihm aufgefundene Ferment, die 
Histidase, die Hauptrolle spiele, nach Edlbacher soll das Histidinmolekiil 
unter Offnung des Imidazolringes in Ammoniak, Glutaminsaure und Ameisen 
siure zerfallen. 

Tabelle II zeigt die von uns im Versuch mit dem trdchtigen Meer- 
schweinchen erzielten Resultate. Wir injizierten diesem Versuchstier 
recht betrachtliche Mengen von 1-Histidinmonochlorhydrat. Es ergab 
sich im Verhalten dieses Meerschweinchens keinerled Unterschied gegen- 
liber dem nichttrdachtigen. Das trachtige Meerschweinchen ist also, 
ebenso wie das nicht gravide, imstande, Histidin fast vollkommen 
abzubauen. 

In der Tabelle III finden sich die Ergebnisse unseres ersten Ver- 
suchs am phosphorvergifteten Tier. Dem Meerschweinchen injizierten 
wir an zwei aufeinanderfolgenden Tagen je 1 mg Phosphor, hierauf 
nach einer eintagigen Unterbrechung 2 mg und am folgenden Tage 
3 mg Phosphor subcutan. In der auf diese letzte Injektion folgenden 
Nacht starb das Tier. Gleichzeitig mit der Phosphorinjektion wurde 
dem Versuchstier |-Histidinchlorhydrat (je 300 mg) subcutan appliziert. 
Der Gesamtstickstoff des Harns nimmt in diesem Versuch mit der steigen- 
den Phosphorgabe ab. 

ltusi Hurwya* hat gelegentlich der von ihm bei Kaninchen studierten 
Phosphorvergiftung gefunden, daB die Stickstoffausscheidung im Harn mit 
der durch die Phosphorvergiftung bedingten, zunehmenden Stérung der 
Nierentatigkeit sinke. 


1 Zeitschr. f. physiol. Chem. 68, 395, 1910. ® Ebenda 122, 230, 
- 
) 


of 
1922. 3 Ebenda 157, 106, 1926; Edlbacher u. Kraus, ebenda 191, 22: 
1930; 195, 267, 1931: Edlbacher u. Neber, ebenda 224, 261, 1934; vgl. auch 
Mislowitzer u. Kaufmann, diese Zeitschr. 226, 325, 1930; 234, 101, 1931. 


4 J. of Biochem. 10, 63, 1928. 
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Tabelle IL?. 
Trachtiges Meerschweinchen, Gewicht 480 g. 
Tagesmenge enthalt: 





Harn- Injektionen: 
Datum volumen Gesamt-N Imidazol-N Histidin-N  1-Histidin- 


in 24 Std. chlorhydrat Bemerkunge 


1934 cem ‘ mg mg mg 


12. TV. 110 0.38 

tay dy ; 

14. IV. , 5 0.48 

15. LV. 

16. 1V. 0.53 300 

17. IV. cae ” 300 

. “8 0.40 2. 600 

20. IV. In der Nacht a 
den 20. I[\ 
1934: Part 

ai. BY. 

22. IV. 


Tabelle IIL! 
Phosphorvergiftetes Meerschweinchen, Gewicht 380g. 
Tagesmenge enthalt: 





- Injektionen: 
ies smell p tx Imid- | Histidin- — 
atum vo en resamt- J y setidi 5) > 
“ azol-N N 1-Histidin- Phos-  Bemerk 
I ge vege smerkungen 
in 24 Std. chlorhydrat phor a 


1934 ecm 4 mg mg mg mg 


ae 8 130 0,50 1,3 0 — — 

ae 300 1,0 

tan. 87 ii 1,3 1,0 

8. LV. ’ ia 

9. IV. 43 { 300 2,0 

10. IV. : ’ 300 3.0 In der Nacht aut 
den 11. I\ 
19384: Exitus 


Der Imidazolstickstof/f erfihrt erst knapp vor dem Tode des Tieres 
eine wesentliche Steigerung. In demselben letzten Harne vor dem 
Exitus konnten wir auch eine Ausscheidung von Histidin feststellen 

Die Tabelle IV enthalt die Versuchsergebnisse bei einem anderen 
phosphorvergifteten Tier, welchem nur zweimal mit eintagiger Unter 
brechung je 1 mg Phosphor beigebracht worden war.  Gleichzeitig 
mit der zweiten Phosphorgabe injizierten wir dem Tier 200 mg Histidin- 
chlorhydrat und ebendieselbe Menge an den zwei darauffolgenden 
Tagen. Trotz der relativ geringen Phosphormenge, die wir dem Tie 
einverleibten, starb das Meerschweinchen zwei Tage nach der letzten 
Phosphorinjektion. Bei diesem Versuchstier hat der Gesamtsticksto/ 


1 Vgl. Tabelle I. 








Imidazolkérperausscheidung im Saugetierharn. 


Tabelle IV'. 
Phosphorvergiftetes Meerschweinchen, Gewicht 300 g. 
Tagesmenge enthalt: 





Hi ; Injektionen : 
none . anil G te Imid-  Histidin- : 
a 0 en yesamt-. ay oN y Li i = “_ 
in 24 Std azol-N N | 1-Histidin Phos Bemerkungen 
iia chlorhydrat| phor 


1934 ecm mg mg mg mg 
100 1,4 


0,9 


3,6 


5) 
11,2 ’ In der Nacht auf 
den 17. V. 1934: 
Exitus 


des Harnes eine leichte Steigerung erfahren. Der Imidazolstickstoff 
hat ebenfalls zugenommen, besonders stark kurz vor dem Tode des 
Tieres. Im letzten Harn konnten wir analog wie beim ersten phosphor- 
vergifteten Meerschweinchen Histidin, hier sogar in gréBerer Menge, 
bestimmen. Da bei den beiden letztgenannten Versuchen die Tiere 
sehr bald an der Phosphorvergiftung zugrunde gingen, unternahmen 
wir noch einen dritten Versuch mit folgender Anordnung: zwei im 
Stoffwechselkafig befindlichen, fast gleich groben Meerschweinchen 
wurden taglich auBerst kleine Phosphormengen subcutan  injiziert. 
Wir gingen hierbei von 0,2 mg Phosphor aus und steigerten diese Dosis 
allmahlich auf 2mg. Dem einen Tier brachten wir auBerdem taglich 
200 mg Histidinchlorhydrat subcutan bei. Beide Tiere starben in der- 
selben Nacht nach der zweiten Injektion von 2mg Phosphor. Die 
Harne beider Meerschweinchen wurden wie gewohnlich aufgearbeitet. 

Der Gesamtstickstoff der Versuchstiere (vgl. Tabelle V und Va) 
nimmt mit der fortschreitenden Phosphorvergiftung zuerst zu und 
dann wieder ab. Die Imidazolstickstoffausscheidung schwankt beim 
Kontrolitier ganz unregelmaBig und erfahrt erst knapp vor dem Tode 
des Tieres eine erhebliche Steigerung, im letzten Harn dieses Tieres 
konnte sogar Histidin, wenn auch nur spurenweise, nachgewiesen 
werden. 

Beim eigentlichen Versuchstier (Tabelle Va) nimmt der /mid- 
azolstickstoff schon zu Beginn des Versuchs bedeutend zu, stellt sich 
dann auf einen konstanten, hohen Wert ein (rund 9 mg in der Tages- 
menge), um schlieBlich knapp vor dem Tode des Tieres eine Steigerung 


auf mehr als das doppelte dieses Wertes zu erfahren. 


1 Vgl. Tabelle I. 
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Tabelle Vi. 
Phosphorvergiftetes Meerschweinchen, Gewicht 420 g. 
Tagesmenge enthalt: 





Harn- Injektionen 
Datum volumen Gesamt-N Imidazol-N Histidin-N von 
in 24Std. Phosphor 


1934 cem g mg mg mg 


Bemerkunger 


0,45 


0,45 


Das Oleur 
0.42 5.8 phosphoratur 
1: 1000 wurd: 
mit Oliveni 

; fiinffach ver 
0,60 F. diinnt 


0,39 





2. VI. 
3. VI. 0,42 
4. VI. 
5. VI. 


eS ents 
6. VL 0,19 9,1 Spuren | In der Nacht auf 


den 7. VI. 1934 
Exitus 

Entsprechend den Beobachtungen bei den schon erwahnten 
phosphorvergifteten und mit Histidin behandelten Tieren wurde auch 
hier im letzten Harn vor dem Tode des Meerschweinchens Histidin, 
und zwar in ziemlich betrachtlicher Menge, festgestellt. Zieht man 
iibrigens vom letzten Imidazolstickstoffwerte (siehe Tabelle Va, 22,5 mg) 
diesen Histidinstickstoffwert ab, so ergibt sich eine Imidazolstickstoff- 
zahl, die derjenigen der vorhergehenden Harne vollkommen entspricht, 
so daB man annehmen kann, daB der hohe Imidazolstickstoffwert des 
letzten Harnes hauptsaéchlich durch die Ausscheidung von Histidin 
bedingt ist. 

Masslow* hat in O. Fiirths Laboratorium bei zwei phosphorvergifteten 
Hunden die Ausscheidung des Diazochromogens im Harn mittels der 
Reaktion von Weiss und Ssobolew verfolgt und hat hierbei eine Verdoppelung 
des Diazochromogenwertes gegeniiber der Norm beobachtet. Allerdings 
lassen sich diese Ergebnisse nicht direkt mit den unserigen vergleichen, 
weil Masslow die Diazoreaktion im nativen Harn anstellte und _ hierbei 
bekanntlich nicht nur Imidazolkérper, sondern auch aromatische Oxysauren, 
wie z. B. das Tyrosin, die Diazoreaktion bedingen kénnen. In unseren 
Versuchen wurde die Diazoreaktion grundsatzlich in der Hopkinsschen 
Fraktion durchgefiihrt. 

Zusammenfassend JaBt sich folgendes aussagen: Das normal: 
Meerschweinchen baut subcutan injiziertes ]-Histidinmonochlorhydrat 
vollkommen ab, wobei eine ganz geringfiigige Steigerung des normalen 


1 Vgl. Tabelle I. — 2 Diese Zeitschr. 70, 306, 1915. 
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Tabelle Vat. 
Phosphorvergiftetes Meerschweinchen, Gewicht 400 g. 
Tagesmenge enthalt: 





Har Injektionen 
ne Imid- — Histidin- 
ere | enn | Comnat- | aael N |-Histidin- _ Phos- 

agit chlorhydrat — phor 


1934 ecm mg mg mg mg 


Bemerkungen 


22. 
23. 
24, 
25. 
26. 
27. 
28. 


1,6 


0. 
9R . 
8 ) 


oy 05 
0, Das Oleum 
- phosphoratum 
0.3 (: 1000 wurde 
. mit Olivendl 
0.4 fiinffach ver- 
0.6 diinnt 


| 

\ 

{ 0,6 

\ 0,6 

| 1,0 Ein Teil der am 
| 

| 


iff 4 is eee 





2. VI. 1934 inji- 
zierten Histi- 
dinmenge flof 
wieder aus 


290 1,0 
200 2.0 
200 20 In der Nacht auf 


den 7. VI. 1934: 
Exitus 


63 0,44 22,5 13,0 


Imidazolstickstoffwertes zu verzeichnen ist. Zwischen dem trdchtigen 
und dem nichttrdchtigen Meerschweinchen ergibt sich beziiglich des 
Verhaltens gegeniiber dem _ injizierten 1-Histidinmonochlorhydrat 
keinerlei Unterschied. Das phosphorvergiftete Meerschweinchen baut 
zunichst ebenfalls das einverleibte Histidinchlorhydrat vollkommen 
ab, erst knapp vor dem Tode des Tieres erscheint unverandertes 
Histidin im Harn. Offenbar wird die Leber des Tieres durch die fort- 
schreitende Phosphorvergiftung derart schwer geschadigt, daB sie 
nicht mehr fahig ist, das gesamte zugefiihrte Histidin vollstandig zu 
zerstéren. Desgleichen erscheint der /midazolstickstoffwert des Harns 
beim phosphorvergifteten, mit Histidin behandelten Meerschweinchen 
gegeniiber der Norm stark erhdht. 
Zusammenfassung. 

Einem normalen, einem trachtigen und einigen phosphorvergifteten 
Meerschweinchen wurde ]-Histidinmonochlorhydrat subcutan injiziert 
und der Harn auf die Gesamtstickstof/-, Imidazolstickstoff- und Histidin- 
stickstoffausscheidung hin untersucht. Die erhaltenen Resultate finden 
sich in einzelnen Tabellen zusammengefaBt und werden diskutiert. 


1 Vgl. Tabelle I. 














Zur Frage der spezifischen Elution von Fermenten. 
Von 
E. 1. Kritsehewskaja. 
(Aus dem Biochemischen Laboratorium des Staatlichen Chemisch-Pharma 
zeutischen Forschungsinstituts in Moskau.) 


(Eingegangen am 27. Marz 1934.) 


Gelegentlich des Studiums der aktiven Glykoside der Bliiten und 
Blatter des Maigléckchens (Convallaria majalis) hat uns Dr. L. Utkin 
auch auf die Untersuchung der in diesen Teilen der Pflanze vor 
kommenden disaccharid- und glykosidspaltenden Fermente verwiesen 

Als Ausgangsmaterial fiir diese Untersuchungen dienten uns Bliiten 
und Blatter, die in der zur Herstellung offizineller Praparate tiblichen 
Weise getrocknet waren. In dem aus zerkleinerten Bliiten oder Blattern 
durch 18stiindige Extraktion bei Zimmertemperatur — erhaltenen 
wisserigen Auszug stellten wir die Anwesenheit von Saccharase, Maltase, 
Lactase und /-Glucosidase fest. 


Das letztere Enzym wurde durch die Spaltung von Amygdalin nach 


gewiesen. Der sich dabei bildende reduzierende Zucker und seine Zunahme 


wurde nach Bertrand bestimmt. 

Um zu einer Trennung der vier Enzyme zu gelangen, bedienten 
wir uns der Methoden R. Willstdtters und seiner Schule (1). Tonerde 
der Sorte C,, mit Salzsiure behandeltes Kaolin und Eisenhydroxyd 
adsorbieren aber, wenn auch in verschiedenem Grade, alle vier Fermente. 
Fallung mit Uranylacetat liefert ebenfalls einen Niederschlag mit allen 
anwesenden Fermenten. Auch die Elution mit primarem und sekundarem 
Natriumphosphat, mit verdiinnten Ammoniak- und Sodalésungen 
lieferte nur Eluate, in denen alle vier Fermente gleichzeitig vorhanden 
waren. 

In der Literatur findet man jedoch Hinweise, die die Méglichkeit 
einer Trennung von Enzymen mittels ,,spezifischer Elution’ zeigen. 
Man versucht dabei das adsorbierte Ferment durch ein ihm ent- 
sprechendes Substrat zu eluieren. 

So hat Erikson (2) an Kohle adsorbierte Saccharase mit einer Saccha 
roselésung eluiert. Nelson und Griffin (3) bezweifeln diese Angaben und 
fiihren die beobachtete Spaltung nicht auf eluiertes Ferment, sondern auf 
die Wirksamkeit des adsorbierten Ferments zuriick. Miller, Elroy, Selim 
und Bandemer (4) bestatigen diese Ansicht, da nach ihren Erfahrungen 
nur Stearinséiure faihig ist, Saccharase aus dem Kohleadsorbat zu ver 
drangen. Nach Meyerhof (5) wird die an Eisenhydroxyd adsorbierte Saccha- 
rase durch die Substratlésung schon nach einigen Minuten in einer Menge 
von 50 bis 75% in Lésung gebracht. Michaelis (6) gelangte zu ahnlichen 
Ergebnissen, erreichte jedoch auch Verdrangung der Saccharase aus dem 
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\dsorbat nicht nur mit Substratl6sung, sondern auch durch Lésungen von 
Raffinose, Maltose und Serumeiwei8 und ist der Ansicht, daB diese Er- 
scheinung nicht als spezifische Elution aufzufassen sei. Die Tatsache aber, 
daB Lésungen von Glucose, Fructose, Mannose, Lactose und x- und /}-Gluco- 
siden nicht imstande sind, Saccharase freizulegen, spricht dafiir, da® diese 
Erscheinung nicht als eine einfache physikalische Verdrangung aufzufassen 
ist, um so mehr, als es unter den aktiven Stoffen solehe gibt, die selbst 
keine groBe Fahigkeit haben, adsorbiert zu werden. 

R. Willstdtter und R. Kuhn (7) studierten diese Fragen eingehend an 
Tonerdeadsorbaten von Hefesaccharase und Maltase. Sie stellten fest, 
daB Saccharose nur langsam und unvollstandig Saccharase aus ihrem 
Adsorbat eluierte, das aber durch ein Gemisch von Saccharose und Phosphat 
rasch und quantitativ zerlegt wird. Andererseits konnten sie aber auch 
die Saccharase durch eine phosphathaltige Maltaselésung freilegen. Ver- 
wendet man aber eine konzentriertere Maltoselésung allein, so bleibt die 


Elution der Saccharase vollkommen aus. Diese Ergebnisse lassen auf 
eine spezifische Elutionswirkung schlieBen. Ferner wurde festgestellt, 


daB die Maltaseadsorbate durch Maltoselésungen nicht zerlegt werden, 
daB das Enzym im adsorbierten Zustande Maltosehydrolyse zu bewirken 
imstande ist, und daB es durch eine phosphathaltige Maltoselésung voll- 
kommen freigelegt werden kann. Die Reaktion des Mediums ist ohne 
Einflu8 auf den Verlauf der Elution. Citratpuffer wirkt genau wie Phosphat. 
Die Wirkung des letzteren ist somit keine spezifische. 

Unsere Versuche tiber die spezifische Elution haben wir mit dem 
10 °,igen wasserigen Auszug der Pflanzenteile angestellt, der die oben- 
genannten vier Fermente enthielt. Durch Einwirkung von Phosphat- 
lésung auf das Adsorbat wurde ein Gemisch von drei Fermenten frei- 
gelegt; im weiteren Verlauf der Versuche wurde jedoch von der An- 
wendung von Phosphaten abgesehen. Zur Trennung der einzelnen 
Fermente durch spezifische Elution wurden nur die entsprechenden 
Substratlésungen angewandt. Der geringe Enzymgehalt der Droge 
erlaubte nicht die Anwendung der quantitativen Bestimmungsmethoden 
nach Woillstdtter und Steibelt (8) oder nach von Euler (9). Deshalb sollen 
unsere Resultate nur als qualitative Ergebnisse gewertet werden. 

Die Methodik unserer Versuchsanordnungen geht aus der folgenden 
genauen Versuchsbeschreibung hervor. Um die Spezifitat der Wirkung 
der Substrate als Eluenzien zu klaren, stellten wir Parallelversuche 
mit verschiedenen Substraten als Eluenzien an. AuBerdem war es 
interessant, die Aktivitaét des Ferments im freien und im adsorbierten 
Zustande zu vergleichen. Zu diesem Zwecke fiihrten wir zwei Parallel- 
versuche aus, einen Versuch mit einer Suspension des Adsorbats und 
einen anderen mit einer Lésung, die vom suspendierten Adsorbat durch 
Zentrifugieren abgetrennt war. 

1. 50cem eines Extraktes aus Blattern des Maigléckchens + 25 cem 
einer 1% igen Suspension des Aluminiumhydroxyds C,. Das Gemisch 
wird zentrifugiert. Der Niederschlag wird zweimal mit Wasser gewaschen 
und mit 50 cem einer 1 % igen Saccharoselésung durchgemiseht. Nach dem 
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Hinzufiigen von Toluol wird die Mischung in einen Thermostaten vor 
37° gebracht. In bestimmten Zeitintervallen werden aus dem Gemisc} 
Proben entnommen, die zentrifugiert werden und in 5cem des klare 
Zentrifugats wird der Gehalt an reduzierenden Zuckerarten bestimmt 
Angabe fiir 5 ccm der Lésung: 


Erste 24 Stunden: 58,9 mg Cu 
Zweite 24 mm 66,6 ,, Cu; Zunahme: 7,7 mg Cu 
Dritte 24 a The gs OMS “ 12,8 ,, Ca 
Vierte 24 a 76.6 ,, a; a 14.7 , Cu 
2. Derselbe Versuch mit einem Extrakt aus den Bliiten des Mai 
gléeckchens; der Versuch wird analog dem ersten Versuch durchgefiihrt. 


Erste 24 Stunden: 79,7 mg Cu 
Zweite 24 a 83,2 ,, Cu; Zunahme: 
Dritte 2 ¥ 85,4 Cu; o 


Beide Versuche zeigen, daB das Adsorbat aktive Saccharase enthalt. 
Zur Klarung der Frage, ob die Saccharase durch ihr eigenes Substrat eluiert 
wird oder auf dasselbe einwirkt, indem sie an das Adsorbens gebunden ist, 
wurde der Versuch 3 angestellt. 

3. Die Adsorption der Fermente wurde wie im Versuch 1 ausgefiihrt; 
Versuchsmaterial: Bliitenextrakt. Das gewaschene Adsorbat wird mit 
einer 1°%igen Saccharoselésung vermischt, 18 Stunden lang bei 37° 
gehalten und die Suspension in zwei Teile geschieden; der erste Teil wird 
zentrifugiert und das Zentrifugat nach der Bestimmung des Zuckers bei 
37° zuriickgestellt, der zweite Teil wird direkt in den Thermostaten ge- 
bracht. Nach 24 Stunden wird in beiden Teilen der Zuckergehalt bestimmt: 


Kontrolle: 80,0 mg Cu 
1. Eluat: 85,1 ,, Cu; Zunahme: 5,1 mg Cu 
2. Suspension: 101,1 ,, Cu; * 21,1 Cu 


Der Versuch zeigt, daB die Saccharose aus dem Adsorbat durch ihr 
Substrat eluiert wird, aber bei weitem nicht vollstandig, da die Spaltung 
in der Suspension bedeutend starker ist als im Eluat. Zu gleicher Zeit 
zeigt dieser Versuch, daB die Saccharase auch im adsorbierten Zustande 
aktiv ist. Das Ergebnis dieses Versuchs stimmt mit dem von Willstdtter 
und Kuhn erhaltenen iiberein: ,,Die Aktivitaét des an die Tonerde gebundenen 
Enzyms ist von der durch das Substrat bewirkten Ablésung unabhangig’ 
(l.c. S. 60). 

4. Dieselben Ergebnisse bekommt man mit dem Adsorbat an Eisen- 
hydroxyd. Die Verhaltnisse sind dem vorigen Versuch analog. 


Kontrolle: 46,4 mg Cu 
1. Eluat: 51,8 ,, Cu; Zunahme: 5,4mg Cu 
2. Suspension: 65,3 ,, Cu; > 18:0 ,, Ca 


Es folgt ein Versuch, wobei zur Elution Maltose anstatt der Saccharose 
benutzt wurde. 


5. Adsorbens Al(OH). Das Adsorbat wurde mit einer 1 % igen Maltose- 
lésung behandelt. Versuchsanordnung analog der vorigen. 


Kontrolle: 57,6 mg Cu 


1. Eluat: 58,2 ,, Cu+ 0,6mg Cu 
2. Suspension: 63,4 ,, Cu + 5,8 ,, Cu 
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vol . Adsorbens Fe(OH),. Alles iibrige wie bei 5. 


MSCI Kontrolle: 57,0 mg Cu 
are 1. Eluat: 6I,} ,, Ca +-.4,)me Ca 
BE 2. Suspension: 62,4 ,, Cu + 5,4 ,, Cu 


Man bemerkt hier den Unterschied im Verhalten der Saccharase und 
Maltase: Saccharase, die von beiden obenerwahnten Adsorbenzien adsorbiert 
wird, verhalt sich in beiden Fallen fast gleich gegeniiber der Substratlésung, 
Maltase dagegen wird durch ihr Substrat viel leichter extrahiert, wenn sie 
an Eisenhydroxyd und nicht an Aluminiumhydroxyd adsorbiert ist. 

Ahnliche Ergebnisse erhalt man mit einer Maltoselé6sung bei der Be- 
handlung des Niederschlags, der durch Ausfallen des Extraktes mit essig- 
saurem Uran gewonnen wird. 

7. Zu dem Extrakt wird eine Lésung von Uranylacetat bis zum Auf- 
héren der Niederschlagsbildung hinzugefiigt; letzterer wird mit Wasser 
gewaschen und mit einer Maltoselésung behandelt. 


halt. Kontrolle: 55,0 mg Cu 
— 1. Eluat: 61,1 ,, Cu + 6,1 mg Cu 
2. Suspension: 64,0 ,, Cu+ 9,0 ,, Cu 

‘hrt: Der Vergleich der Zahlen des Zuwachses zeigt, daB der Niederschlag 
mit seinem Charakter nach dem Adsorbat am Eisenhydroxyd nahekommt. 
370 Ganz anders verhalt sich das Adsorbat an Tierkohle, mit dem die Versuche 
wird einiger der oben angefiihrten Autoren angestellt worden sind. 

hej 8. Je 50 cem des Extraktes werden mit 1,0g Kohle geschiittelt. 
. ge- Die Adsorbate werden gewaschen und mit den Lésungen der Substrate 
mt: gemischt. 

A. Saccharose, Kontrolle: 35,2 mg Cu 
1. Eluat: 35,2 , Cu 4 mg Cu 
2. Suspension: 41,3 Cu + 6,1 ,, Cu 

7” Maltose, Kontrolle: 61,4 Cu 
ine 1. Eluat: 61,4 Cu+0O , Cu 
Pte 2. Suspension : 63,4 Cu + 2,0 ,, Cu 
ande Die Ergebnisse zeigen, daB beide Fermente nach der Adsorption durch 
atter Kohle wirksam bleiben, daB8 aber die Substrate nicht imstande sind, sie 
enen aus dem Kohleadsorbat zu extrahieren. Was die Lactase und die /-Glyko- 
gig’ sidase betrifft, so waren die Adsorbate vollkommen inaktiv. Trotzdem 


werden diese beiden Fermente vollstandig durch Kohle aus dem Extrakt 
adsorbiert; diese enthalt keine Fermente nach der Behandlung mit Kohle. 
Es ist interessant, da8 die am Aluminiumhydroxyd adsorbierte Lactase 
sich gegeniiber ihrem Substrat ebenso verhalt, wie die von der Kohle adsor- 
bierte Saccharase und Maltase: sie ist im Adsorbat aktiv, kann aber aus 
demselben nicht eluiert werden, welches Verhalten dem von Hefemaltase- 
adsorbaten gegeniiber Maltoselésung in Versuchen von Wéllstdtter und 
Kuhn ahnlich ist. 
9. Adsorbens Al(OH),. Eluens 1°%ige Lactaselésung. 

Kontrolle: 27,4 mg Cu 

1. Eluat: 27,4 , Cu+0O mg Cu 

2. Suspension: 30,5 ,, Cu + 3,1 ,, Cu 


isen- 


Gleichzeitig zeigt die /-Glykosidase Verhialtnisse, die der durch das 
Aluminium- oder Eisenhydroxyd adsorbierten Saccharase ahnlich sind. 
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10. Adsorbens Al(OH),. Eluens 1 %ige Amygdalinlésung. 


Kontrolle: 10,1 mg Cu 
1. Eluat: iA... Or -+ 12 
2. Suspension: 13,2 ,, Cu+ 3,1 ,, Cu 


mg Cu 


Es ist somit fiir die drei Fermente des Maigléckchens, die Saccharase. 
Maltase und /-Glykosidase festgestellt, daB sie durch Lésungen ent 
sprechender Substrate aus den Adsorbaten an Aluminium- und Eise1 
hydroxyd eluiert werden kénnen. Das vierte von den von uns untersuchte: 
Fermenten die Lactase — zeigte diese Eigenschaft nicht, obgleich six 
im adsorbierten Zustande ihre Wirkung entfaltet hat. 

Zur Lésung der Frage iiber die spezifische Wirkung der Substrat 
als Eluenzien haben wir eine Reihe von Versuchen angestellt, von denen 
einige hier angefiihrt seien. 

11. Der Versuch wurde mit einer Elution angestellt, die mit Saccharose 
lésung aus dem Adsorbat an Al(OH), erhalten wurde. 

A. 5ecem des Eluats + 5cem 1°%ige Maltoselésung. 

Kontrolle: 49,6 mg Cu 

Versuch: 52,8 ,, Cu + 3,2mg Cu 
5cem des Eluats + 5cem Wasser. 

Kontrolle: 26,0 mg Cu 

Versuch: 29,2 ,, Cu + 3,2mg Cu 
5eem Eluat + 5eem 1% ige Lactoselésung. 

Kontrolle: 61,9 mg Cu 

Versuch: 65,1 ,, Cu + 3,2mg Cu 

Die Ergebnisse zeigen, daB die Saccharosel6sung in diesem Falle ganz 
spezifisch eluiert. Der festgestellte Zuwachs des reduzierenden Zuckers 
entsteht auf Kosten der noch nicht gespaltenen Saccharose der eluierenden 
Lésung. 

12. Der Versuch wurde ganz analog dem vorigen ausgefiihrt, nur 
wurde die Elution mit einer Maltoseldsung vorgenommen. Die Kontrolle 
zeigte eine Zunahme des reduzierenden Zuckers, die gleich 3,8 mg Cu war. 
Versuche mit Saccharose und Lactose zeigten dieselbe Zahl, 3,8 mg Cu. 

13. Der Versuch wurde mit dem Niederschlag angestellt, der durch 
Ausfillen mit Uranylacetat dargestellt war; die Elution wurde mit Maltose- 
lésung ausgefiihrt. 

Es wurden vier Lésungen angewanct: 

A. Kontrolle hinzugefiigt Wasser + 16mg Cu 
B. i Maltose eae 
i. as Saccharose + 1,6 ,, Cu 
D. a Lactose £6... On 

Nachdem wir mit Hilfe dieser Methode die drei Carbohydrasen des 
Maigléckchens voneinander getrennt hatten, stellten wir einige Versuch 
an, um den EinfluB des pq auf die Wirkung des einzelnen Ferments 
zu studieren. Diese Versuche haben gezeigt, daB die Optima fiir Saccha- 
rase und Maltase bei px 5 liegen; das px-Optimum fiir f-Glykosidas: 
liegt etwas héher, bei py 5,8. Somit kann festgestellt werden, dal} 
die Carbohydrasen des Maigléckchens sich nicht nur bei der Adsorption 
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Zur Frage der spezifischen Elution von Fermenten. 3: 
ind Elution anders als die ihnen entsprechenden Fermente der Hefe 
verhalten, sondern daf sie auch eine andere optimale Reaktion des 


Mediums fiir ihre Wirkung verlangen. 


Zusammenfassung. 


1. Die Bliiten und Blatter des Maigléckchens enthalten vier kohlen- 
hydratspaltende Fermente: Saccharase, Maltase, Lactase und /-Glyko- 


sidase. 

2. Versuche tiber die Adsorption dieser Fermente zeigen, daB drei 
von ihnen — Saccharase, Maltase und $-Glykosidase — aus den Adsor- 
baten an Aluminium- und Eisenhydroxyden und aus der Fallung mit 
Uranylacetat durch Lésungen entsprechender Substrate eluiert werden 
kénnen. 

3. Alle Fermente sind im adsorbierten Zustande wirksam. 

4. Die Elution mittels der Substrate ist streng spezifisch. 

5. Die an Kohle adsorbierte Saccharase und Maltase sind in diesem 
Zustande wirksam, kénnen aber nicht durch Substratlésungen eluiert 
werden. Die Lactase und p-Glykosidase sind im Kohlenadsorbat un- 
witksam. 
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Uber Verinderung des Stoffwechsels unter Bestrahlung. 
XIII. Mitteilung: 


Die Einwirkung der Bestrahlung mit monochromatischem Licht auf Blut- 
zueker und Milehsiure beim Kaninehen. 


Von 
Ludwig Pineussen. 


(Eingegangen am 10. Juni 1934.) 


Mit 6 Abbildungen im Text. 


Angesichts der starken Wirkung der Lichtstrahlung auf den 
Kohlenhydratstoffwechse] des Kaninchens sollte gepriift werden, ol) 
sich durch Strahlen bestimmter Wellenlange charakteristische Unter- 
schiede im Erfolge ergeben. 


Hierzu wurde folgendermaBen verfahren. GleichmaBig mit Hafe: 
und Kohlblattern ernahrte, weiBe oder ganz hellbraune Kaninchen wurden 
auf der einen Kdérperseite mit Bariumsulfid enthaart, das iiberschiissige 
Sulfid gut abgewaschen und die Tiere einige Tage zuriickgestellt. 
Sie wurden dann in enge Kafige gebracht, in denen eine Bewegung un 
moéglich war, und die auf der einen Seite eine Offnung 10 x 7 em hatten, 


welche gerade die enthaarte Stelle frei lie}, wahrend der iibrige Teil verdeckt 
war. Den Tieren, welche 18 Stunden vorher nichts gefressen hatten, wurc 
von den verschiedenen Wellenlangen die gleiche Energie zugestrahlt und 
zwar in der Sekunde 0,35 . 10-3 cal pro qem, so da sie in der stets inne- 
gehaltenen Zeit von 30 Minuten im ganzen 0,35. 1073.70. 1800 cal 

44,1 cal erhielten. Bei allen Tieren wurde in iiblicher Weise kurz vor dem 
Versuch, ferner 30, 60, 120, 180 Minuten und 24 Stunden nach der Be 
strahlung Blutzucker und Milchsaéure im Blute festgestellt. 

Es wurde bestrahlt 

1. mit der Gesamtstrahlung der Hanauer Quecksilberlampe nach A} 
filtrieren der Warmestrahlen, praktisch also mit Ultraviolettstrahlung; 

2. unter Herausfilterung der Linie 4358 A aus der Hanauer Hg-Lampe 
durch Blaufilter unter Vorsatz einer dickwandigen Glaskiivette zur Zuriick- 
haltung der Ultraviolett- und Warmestrahlung mit blawem Licht; 

3. unter Herausfilterung der Linie 5461 A mit Griinfilter aus det 
Hg-Lampe, ebenfalls unter Vorsatz der dickwandigen mit Wasser ye- 
fiillten Glaskiivette mit gréinem Licht; 

4. die Linie 5890 A wurde von einer Natriumleuchtroéhre geliefert, 
Warmestrahlung sowie das von dieser Réhre ausgesandte Ultraviolett 
dureh einen dickwandigen Wassertrog entfernt: Gelbes Licht; 

5. eine Neonleuchtréhre lieferte nach Abfilterung der Warmestrahlen 
rotes Licht. 

6. Aus einer hochkerzigen Nitralampe wurde mit Hilfe eines Ultra 
rotfilters und eines Wassertroges Ultrarot gewonnen. 

Fiir die Bestrahlung mit jeder Strahlenart wurden drei verschiedet 
Tiere verwendet. Die nachfolgenden Kurven zeigen im Mittel — die Uberei 
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timmung war fast stets genau gewahrt den Gang der Werte des Blut- 
vuckers, der Milchséiure (beide in Centigramm-°,) sowie des Quotienten 
Zucker : Milchsaure. 
Es ergibt sich ein fiir biologische Verhaltnisse recht einheitliches Bild. 
1. Blutzucker. Er nimmt unter Ultraviolettstrahlung zuerst deutlich 
Blut- ab, um dann leicht anzusteigen; unter Bestrahlung mit blauem Licht 
erfolgt sofort ein Ansteigen, darauf eine Abnahme, ahnlich mit einzelnen 
Varianten bei Griin und Gelb. Dagegen bewirkt Rot und Ultrarot eine 
starke, sofort einsetzende Steigerung. 
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2. Milchsdure. Fir Ultraviolett und Blau tritt zunachst ein Abfall 


oo ein, wahrend bei Bestrahlung mit allen anderen Wellenlingen sofort eine 
mehr oder weniger starke Steigerung einsetzt, der spiter ein Abfall folgt. 

3. Quotient Blutzucker : Milchséure. Unter Ultraviolettbestrahlung 
nach geringem Abfall starkes Steigen, dann Abfall. Bei Blau ahnlich, doch 
spiter erhebliche Zunahme (Nachwirkung?); fiir Griin und Gelb erfolgt 
nach starkem Fall ein Ansteigen etwas iiber den Anfangswert, fiir Rot 
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ein sofort sehr starkes Steigen mit noch gr6Berem Abfall, wahrend { 
Ultrarot die Kurve unregelma8ig ist und mit geringen Ausschlagen pende! 

Es scheint also, daB durch die verschiedenen Wellenlangen gai 
charakteristische Wirkungen erzielt werden, und es ]aBt sich deutli 
ein Gang mit zunehmend¢r Wellenlange verfolgen. Als Grund der vi 
schiedenen Wirkung diirfte zunachst die Absorption in Frage komm: 
Wenn auch die Angaben des Schrifttums nicht einheitlich sind, so mui 
doch angenommen werden, daB die ultraviolette Strahlung so gut wi: 
vollstandig in der Kaninchenhaut absorbiert wird: nur ein kleiner Rest 
wird vom Blut aufgenommen. Die Absorption der Haut fiir sichtbarcs 
Licht ist erheblich geringer, abnehmend von Blau zu Rot, so dai 

geschatzt nach den vorliegenden Messungen vom Blau _ noc! 
80 bis 90°, vom Griin 70 bis 75°, vom Gelb 60°, und vom Rot etwa 
55°, dort zurickgehalten werden. Hingegen absorbiert das Blut 
fast vollstandig Blau, viel weniger Griin und Gelb, gar nicht Rot. 

Hiernach muB die Wirkung der Ultraviolettstrahlung fast aus- 
schlieBlich durch die Vermittlung der Haut erfolgen, wahrend fiir Blau, 
Gelb und Griin die Absorption durch das Blut wichtig ist. Fiir diese 
Strahlen kann die Absorption der Haut fiir eine chemische Wirkung 
wenig in Betracht kommen. Ob sie bei Anwendung von Sensibilisatoren 
moéglich ist, miiBten weitere Versuche ergeben: aus friiheren Er- 
fahrungen ist sie wahrscheinlich. 

Wir werden annehmen miissen, daB es sich bei der Wirkung der 
sichtbaren Strahlung bis zum Gelb hauptsachlich um eine Wirkung iiber 
das Blut handelt. Was endlich Rot und Ultrarot betrifft, gehen sie durch 
das Blut fast vollstaéndig durch und ihre Wirksamkeit miiBte sich auf 
andere, wahrscheinlich tiefere Stellen beziehen, soweit es sich nicht 
um eine Warmewirkung handelt. 

Die Gliederung der Lichtwirkung ergibt sich aus den gemachten 
Ausfiihrungen und den Kurven, wobei noch auf die Ahnlichkeit zwischen 
Ultraviolett und Blau hinzuweisen ist. Man muB aus diesen Ergebnissen, 
welche nur einen Anfang darstellen, schlieBen, daB je nach der an- 
gewandten Wellenlinge verschiedene Mechanismen der Lichtwirkung 
in Frage kommen. Die Priifung solcher Einzelwirkungen ist schon 
deshalb von Wichtigkeit, weil wir daraus ersehen kénnen, welcher 
Strahlengattung aus dem groBen Komplex der Sonnenstrahlung die 
oder jene Wirkung zukommt und wie weit gewisse Strahlenmischungen, 
z. B. der starke Ultraviolettgehalt im Hochgebirge oder die an sicht- 
baren und Warmestrahlen reiche Strahlung des Siidens geeignet ist, 
bestimmte Wirkungen zu erzeugen. 
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Uber Redoxpotentiale. ILI’. 
Von 
Ludwig Pineussen (Berlin). 


Redoxpotentiale und Becquereleffekt bei photochemischen Vor- 
gingen, besonders bei Bestrahlung von Sehpurpur-Extrakten. 
Von 
T. Suzuki (Formosa) und Ernst Otto Seitz (Berlin). 
(Eingegangen am 10. Juni 1934.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Es liegen eine grobe Reihe von Einzelerfahrungen iiber die Ein- 
wirkung des Lichtes auf den tierischen Organismus vor; handle es 


sich um die erythem- und pigmentbildenden ultravioletten Strahlen 


in ihrer Wirkung auf die menschliche Haut oder, tiefergreifend, in 
ihrer antirachitischen Wirksamkeit, oder handle es sich um die von 
den Wellenlingen des ,,sichtbaren Spektralgebiets* ausgeiibten Wir- 
kungen auf das Auge, die zur Lichtempfindung fiihren; oder handle 
es sich um Beeinflussung des Stoffwechsels, des Wachstums oder sonst 
welcher Funktionen immer. Die Frage nach dem Primarvorgang, 
iiber den das Licht seine biologischen Wirkungen hervorruft, ist noch 
nicht gelést. 

Wir stellten uns die Aufgabe, dem Primarvorgang etwas naher 
zu kommen, und wollen eine einfache Versuchsanordnung diskutieren, 
die wir im Modellversuch anwandten, und die wohl geeignet erscheint, 
auch an lebenden Organismen eine Seite des Problems zu erfassen. 

Wenn Licht auf die Oberflache eines Tieres auftrifft, so dringt 
ein Teil desselben in eine gewisse Tiefe ein. Licht verschiedener 
Wellenlange dringt verschieden tief ein, es wird in verschiedenen Tiefen 
und Schichten absorbiert. Die absorbierte Energie wird in verschiedener 
Weise umgewandelt. Ein Teil wird einfach in Warme umgesetzt. Dieser 
Teil interessiert hier nicht, obwohl sekundar (durch Erhéhung der Mole- 
kulargeschwindigkeiten der reagierenden Molekeln und dadurch bewirkte 
Beschleunigung der Reaktionen oder, noch weitergehend, durch Erweiterung 
der GefaBe und dadurch erleichterten Abtransport der Reaktionsprodukte) 
eine Beeinflussung der eintretenden Vorgiange eintreten mag. 

Die Energie eines absorbierten Lichtquants dient dazu, das absor- 
bierende Atom oder Molekiil in einen energiereicheren, reaktionsfahigeren 
Zustand zu versetzen: entweder wird ein Elektron aus dem Atom- oder 
Molekiilverband herausgelést: das zuriickbleibende Atom bleibt mit einer 
freien Valenz zuriick und ist somit zu Reaktionen mehr befahigt, oder 


1 II. Mitteilung, diese Zeitschr. 249, 130, 1932. 
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das Valenzelektron verlaBt den Atomverband nicht vollstandig, sonderm 
wird nur auf eine energiereichere Bahn gehoben; auch dadurch wird di: 
Reaktionsbereitschaft erhéht. 

Der betrachtete elektronenauslésende Effekt auBert sich in zw: 
Erscheinungen. Einmal in dem Hallwachs-Effekt (auBerer Photoeffekt 
es lidt sich der gesamte vom Licht getroffene Koérper, sofern er isoliert 
aufgestellt ist, infolge der Elektronenabgabe positiv auf. Diese Erscheinuny 
kommt fiir biologische Fragen kaum in Betracht, da sich wegen der ve 
haltnismaBig hohen Leitfahigkeit der elektrolytgetrankten Massen des 
Kérpers kein Potentialunterschied zwischen tieferen und oberflachennahen 
Schichten halten kann. Da die Strahlung ja auch in gewisse Tiefe eindringt, 
kann es auch dort zu der elektronenauslésenden Absorption kommen, 
also zu einem im Volumen, nicht an der Oberflache vor sich gehenden 
Photoeffekt. In einer vorausgehenden Mitteilung wurde der Tatsache g 
dacht, daB der Verlust eines Elektrons fiir das Atom oder Molekiil gleich 
bedeutend ist mit einer Oxydation. Eine bestimmte Molekelart, die gerade 
im Wellenlingengebiet der eindringenden Strahlung Absorption zeigt, 
erleidet also eine Photooxydation. Gleichzeitig wird eine andere Moleke| 
art das abgegebene Elektron aufnehmen und damit einer Reduktion 
unterliegen: es werden also die zwei in Frage stehenden Molekelarten 
miteinander reagieren, wobei die eine auf Kosten der anderen oxydiert 
wird. Die elektronenaufnehmende Molekelart mége in so groBem Uberschui 
vorhanden sein, da sie praktisch keine Konzentrationsénderung erleidet. 

Wir beschranken uns auf die elektronenabgebende Art und kénnen 
dann die urspriinglichen, nicht beriihrten Atome als reduzierte Stufe gegen 
iiber den anderen, die ein Elektron verloren haben, also oxydiert sind, 
betrachten. Das Verhaltnis der reduzierten Stufe zur oxydierten (de: 
sogenannte Redoxquotient) wird sich unter der Bestrahlung andern. Diese 
Anderung des Redoxquotienten zeigt sich durch eine Anderung des Potentials 
an. Es kann also unter Umsténden die im Innern des Kérpers vor sich 
gehende Photooxydation auf eifache Weise potentiometrisch gemessen 
werden. Den Mechanismus des MeBvorgangs haben wir uns in der zitierten 
Arbeit so vorgestellt, daB das freigewordene Elektron ein (immer vo! 
handenes) Wasserstoffion intermediar zu atomarem Wasserstoff reduziert, 
der nun auf die zu verwendenden Edelmetallelektroden seinen potential 
bestimmenden Einflu8B ausiibt. 

Bei dem anderen im Volumen vor sich gehenden Effekt, bei dem das 
Valenzelektron nicht v6llig aus dem Atomverband herausgelést wird, 
treten ,angeregte Zustiinde von in der Atomphysik nicht gekannte1 
langer Lebensdauer (in der Gré8enordnung einiger Minuten) auf. Diese 
hat man bisher mit dem sogenannten Becquerel-Photoeffekt nachgewiesen 
Zwei gleiche Elektroden, welche in eine Fliissigkeit tauchen, die beim Be 
strahlen keine Photooxydation erleidet, zeigen vor der Belichtung de: 
Lésung ein beliebiges Potential gegeneinander an, das von der zufalligen 
Vorgeschichte der Elektroden abhangig ist. Belichtet man nun die Um 
gebung der einen (nicht sie selbst), so andert sich der Potentialunterschied 
der beiden Elektroden. Durch Umriihren der Fliissigkeit, wodurch die 
Lésung wieder homogen wird, verschwindet das Potential wieder. Bringt 
man in vorbelichtete Lésungen erst mehrere Minuten nach Abschlu8 de 
Belichtung die Elektroden ein, so zeigt sich trotzdem der Potentialunter 
schied, ein Zeichen fiir die lange Lebensdauer der ,,angeregten Atome’ 
Nach einiger Zeit verschwindet der Potentialunterschied wieder, die ,,An 
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regung’’ ist abgeklungen. Es ist keine nachweisbare chemische Reaktion 
vor sich gegangen; der ProzeB lauft, auch bei nicht anaeroben Bedingungen, 
immer streng reversibel (im Gegensatz zur Photooxydation, die gewéhnlich 
irreversibel zu sein pflegt). Der Mechanismus ist so zu erklaren, daB die 
angeregten Molekiile in ihrer Elektronenhiille deformiert sind, ihr elek- 
trisches Feld das eines Dipols wird und die Elektrode dadurch eine Polari- 
sation erleidet. Im Gegensatz zum Redoxpotentia! erfolgt beim Becquerel- 
Potential die Ubertragung des Potentials der Lésung auf die Elektrode 
nicht iiber den atomaren Wasserstoff, die Elektroden miissen daher nicht 
Wasserstoffelektroden sein. Man kann alle méglichen Elektroden verwenden, 
vorausgesetzt, daB sie polarisierbar sind. 


MiBt man durch eingefiihrte Elektroden in einem belichteten 
Kérper Photopotentiale, so werden die beiden Effekte  ge- 
wohnlich sich iiberlagern. Selbst bei 
monochromatischer Bestrahlung ent- p 
stehen Oxydationspotential und Be- 
cquerel-Potential nebeneinander, wenn 
die GréBe des vorhandenen Licht- 


Zeit in Minuten 
50 100 





quants fiir eine der vorhandenen Mole- 
kelarten zur Photooxydation ausreicht, 
bei anderen vorhandenen aber nur zuc 
,Anregung“‘, ebenso natiirlich bei Ver- 
wendung gemischter Strahlung. (Im 
K6rperinnern wird man immer eine prowl TI. 
komplizierte Mischung der verschie- I Misctung (konstruiert) 
densten Molekelarten haben.) Die 
Trennung des Oxydationspotentials Dunkel Belichtung Dunkel 
vom Becquerel-Potential kann man ver- Abb. 1. 

suchen so vorzunéhmen, daB man der 

Reihe nach verschiedene Elektrodenpaare benutzt, aus dem Gedanken 
heraus fiir die Messung der Redoxeffekte ein Elektrodenpaar anzu- 
wenden, das unpolarisierbar ist, aber auf Wasserstoffpotentiale an- 











spricht, wahrend man fiir die Becquerel-Messung ein Elektrodenpaar 
benétigt, das polarisierbar sein muB. Gelingt es nicht, passende 
Elektroden aufzufinden, so hilft vielleicht der Weg, die gegen die 
Zeit graphisch aufgetragenen Potentialwerte auf ihre Reversibilitat 
hin zu untersuchen. Nach Abbruch der Belichtung muB sich allmahlich 
das urspriingliche Dunkelpotential beim Becquerel-Effekt wieder 
einstellen. 


In der folgenden Abbildung geben wir auf gleichen MaBstab ge- 
brachte Kurven, wie sie fiir Becquerelpotentiale und irreversible Photo- 
redoxpotentiale typisch sind. Kurve I stellt die Potentialanderung 
dar, die beim Belichtén einer 1°%,igen Dopalésung bei py 1,5 
(Boratpuffer) durch das fokussierte Licht einer Solarcalampe bewirkt 
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wird. In der belichteten Lésung befanden sich zwei sorgfaltig gereinigt 
Elektroden aus diinnem Goldblech. Als Bezugselektrode diente ein, 
gesittigte Kalomelelektrode. Von einer Umrechnung auf Wasserstoff- 
potential wurde abgesehen, da die Messung nur orientierenden Charakte: 
trigt. Aufgetragen wurde der Mittelwert der an den beiden Gold 
elektroden gemessenen Einzelpotentiale. Die Abszisse ist die Zeit 
in Minuten, der dicke schwarze Balken bedeutet Dunkelzeit, der hell: 
dagegen Belichtungszeit. In Kurve II ist ganz entsprechend _ fiir 
0,1°,ige Anthracenlésung die Potentialanderung der in die belichtete 
Lésung tauchenden Goldelektroden (bezogen auf gesattigte Kalome!| 
elektrode) aufgetragen. Kurvel zeigt noch nach abgeschlossene: 
Belichtung eine fortschreitende Potentialanderung im Sinne der Be- 
lichtung, die daher riihrt, daB die Reaktionsprodukte erst langsam 
an die durch schwarzes Papier gegen direkte Bestrahlung abgeschirmte 
Elektrode herandiffundieren. Es tritt jedoch durchaus keine riick- 
laufige Potentialanderung ein. Durch die Belichtung ist eine Photo- 
oxydation eingetreten; was wir messen, ist in etwas erweitertem Sinne 
ein Redoxpotential. Bei Kurve II dagegen, bei einem System, bei 
dem chemische Beeinflussung des Molekiils durch das Licht nicht zu 
erwarten ist, handelt es sich um Becquerel-Effekt; nach Aufhéren der 
Bestrahlung geht die eingetretene Potentialanderung wieder zuriick. 
Bei einer Mischung beider Systeme ist demnach das Verhalten der 
Kurve III zu erwarten: Beim Belichten noch steilerer Abfall der 
Potentialkurve, wie bei einem System allein; beim Wiederverdunkeln 
stark verlangsamtes weiteres Abfallen, solange die fortschreitende 
Potentialanderung des Redoxsystems iiberwiegt, dann, sobald dieselbe 
schwacher wird, allmahliches Wiederansteigen, jedoch nicht bis zum 
Ausgangswert. Neue Belichtung bringt dann von diesem schon tiefer- 
gelegenen Niveau erneuten starken Abfall. 

Die Behandlung der Elektroden und die Vornahme der Messung 
sind in der ersten Mitteilung ausfiihrlich beschrieben. Auf einen Punkt 
miissen wir hier besonders hinweisen, namlich die sehr starke Temperatur- 
empfindlichkeit des Redoxpotentials. FormelmaBig driickte sich das 
Redoxpotential so aus: 

; ml. Med. BT 
vs Ese nF - Ox. n»Fr?® 

E;, = gemessenes Potential; E, = Konstante, die Starke des Systems 
charakterisierend; R = Gaskonstante; 7’ = absolute Temperatur; n = An- 
zahl der beteiligten elektrischen Ladungen; F = elektrochemisches Aqui- 
valent; pH = Wasserstoffexponent der Lésung. 


Wenn im Versuch px durch geeignete Pufferung konstant gehalten 
wird, so kann das dritte Glied dieses Ausdrucks bei konstanter Tem- 
peratur keinen Einflu8 ausiiben, auch das erste ist eine Konstante, 
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cine Anderung des Potentials kommt dann nur vom zweiten Glied 
durch Anderung des Quotienten Red.,Ox. Nehmen wir jetzt aber 
einmal an, dieses Verhaltnis andere sich durch die Bestrahlung gar 
nicht, sondern es finde lediglich eine Erwarmung der Lésung statt, so 


findet infolge der Temperaturerhéhung eine erhebliche Anderung 


des Potentials statt, wie man, ohne Bestrahlung durch direkte Er- 
warmung zeigen kann. In einem Zahlenbeispiel setzen wir Red. Ox. = 2, 
pu = 8, die Temperatur sei zu Anfang des Versuchs 290 abs. (17°C), 
am Ende des Versuchs dagegen 310° abs. (= 37°C); 2 sei, wie meist 
2. Dann wird die erwirmte Lésung gegen die unbehandelte ein 
Potential von 34 Millivolt aufweisen. Jeder Versuch, Photopotentiale 
in Lésungen oder im Koérperinnern zu messen, muB daher bei konstanter 
Temperatur durchgefiihrt werden. 
Den Einflu8 einer Anderung von Red. /Ox. zeigt folgendes Beispiel : 
Zu Beginn des Versuchs habe der Quotient Red. Ox. den Wert 90,10 = 9. 
Nach dem Versuch betrage er 80/20 = 4. Der py sei wahrend des 
Versuchs konstant, ebenso die Temperatur, die 17°C betragen mége. 
Dann bekommen wir eine Potentialinderung von 


E, — E, = 0,0288 (In 4 — In 9) — (0.0288 - 0,353 — 00,0102 Volt. 


(Die unbelichtete Lésung ist negativ gegen die belichtete, oxydierte.) 
Die ganz betrachtliche Anderung des Redoxquotienten von 9 auf 4 
ergibt nur eine kleine Anderung des Potentials um 10,2 Millivolt, die 
kleiner ist als die oben fiir 20° Temperaturdifferenz durchgerechnete. 
Man sieht, wie gro8 der Temperaturfehler gegeniiber der eigentlich 
zu messenden GréBe werden kann. — Fur die Becquerel-Potentiale 
sind Berechnungsgrundlagen, wie bei den Redoxpotentialen noch nicht 
gegeben, da eine brauchbare Formel, die den potentialbestimmenden 
Mechanismus erfaBt, noch nicht existiert. 

Anwendung kann die diskutierte Potentialmessung in der Weise 
finden, dafsi man Extrakte der in Frage stehenden Organteile, deren 
Verhalten im Licht interessiert, in vitro untersucht, oder daB man 
etwa durch hineingestochene Gold-Nadelelektronen in vivo die 
Messungen vornimmt. 

Wir haben diese Erwagungen auf die Verhaltnisse in Extrakten 
von Sehpurpur angewandt. 

Von Nakashima! wurden iiber die Potentialanderungen bei Be- 
lichtung von Netzhautextrakten Versuche durchgefiihrt. Auffallend 
an den bei Nakashima wiedergegebenen Kurven ist die Reversibilitat 
der Zeit-Potentialkurven: nach Unterbrechen der Belichtung strebt 
das Potential seinem Dunkelwert wieder zu, wobei es ihn jedoch be- 


1M. Nakashima, Bericht iiber die XLVIJ. Zusammenkunft der D. 
Ophth. Ges. 369, 1928. 
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merkenswerterweise nie wieder vollig erreicht, sondern bei jeder Wieder- 
holung einer Belichtungs-Verdunkelungsreihe systematisch imme: 
weiter vom Dunkelpotential entfernt bleibt. Bereits nach der erste, 
Belichtung ist der Sehpurpur voéllig ausgebleicht. Daraus geht hervor, 
daB der beobachtete Vorgang mit dem etwaigen Regenerieren des 
Sehpurpurs oder dem eigentlichen Sehvorgang nichts direkt zu tun 
haben kann. 

Bevor die Versuche an Netzhauten bzw. an Sehpurpurextrakten 
vorgenommen wurden, untersuchten wir, ob die verwendeten 
Extraktionsmittel selber dem Effekt gegeniiber voéllig neutral sind. 
Um eindeutig die Resultate dem Sehpurpur zuordnen zu kénnen, 

Zeit in Minuten 
0 200 
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Abb. 2. 


muB8 man zunichst Einblick in die Wirkung haben, die dem reinen 
Lésungsmittel zukommt. 

Oben wurde dargelegt, welche Photopotentiale beim Belichten 
einer Lésung, bestehend aus verschiedenen Komponenten, auftreten 
kénnen: Redoxpotentiale, wenn das absorbierte Lichtquant seiner 
GréBe nach zur Auslésung eines Elektrons ausreicht, Becquerel-Effekt, 
wenn es nur zur Anregung kommt. Der Becquerel-Effekt tritt an fast 
simtlichen Lésungen auf, es ist zu erwarten, daB er auch an den zur 
Netzhautextraktion benutzten komplizierten organischen Verbindungen 
auftreten wird. Die strenge Reversibilitat des gréBten Teils der Zeit- 
Potentialkurve bei Nakashima la4Bt den Verdacht aufkommen, dah 
es sich dabei nicht um einen Redoxvorgang, sondern um Becquerel- 
potential handelt. 

Untersucht wurden die Lésungsmittel Saponin und cholsaures 
Natron, welche auch Hosoya! anwandte. Die MeBmethode ist dieselbe, 


1 Y. Hosoya, Pfliigers Archiv 231, 563, 1933; 288, 57, 1933. 
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wie friiher angegeben. Die gemessenen Potentiale (Goldelektrode 
n der zu untersuchenden Lésung, gemessen gegen die gesattigte 
Kalomelelektrode) sind in Abb. 2 gegen die Zeit in Minuten auf- 
vetragen. Der dicke schwarze Strich deutet Dunkelzeit an, der helle 
Strich Belichtung. Wie die Kurven zeigen, ist das auftretende Potential 
trotz Anwesenheit von QO, véllig reversibel. Es handelt sich demnach 
um Becquerel-Effekt. Die Potentiale sind sehr betrachtlich und von 
derselben GréBenordnung, wie die bei Nakashima gefundenen. 

Nunmehr untersuchten wir einen Netzhautextrakt in Saponin. 
Im Gegensatz zu den Kurven von Nakashima fanden wir jedoch durchaus 
keine Rickbildung, im Gegenteil: beim Verdunkeln fiel das Potential 
weiter, wie im Falle der Belichtung; der Gang der Kurve entsprach 
vollkommen dem, was wir oben als Redoxvorgang deuteten. Es ist 
sehr seltsam, daB die zweifellos vorhandenen Becquerel-Potentiale des 
Extraktionsmittels in dieser Kurve nicht in Erscheinung treten. AuBere 
Umstande machen es leider zurzeit nicht méglich, den Sehpurpur- 
versuch in gréBerem Umfange zu wiederholen; es handelt sich bei der 
wiedergegebenen Kuive um eine einmalige Messung. Méglicherweise 
waren irgendwelche stérenden Umstande vorhanden, die der Beob- 
achtung entgingen. 

Die Deutung der Kurven von Nakashima ist ungezwungen doch 
wohl die: Was an diesen Kurven reversibel erscheint, ist in Wahrheit 


der reversible Becquerel-Effekt des Suspensions- bzw. Lésungsmittels. 
Die sich iiberlagernde irreversible verbleibende Verlagerung des 
Dunkelpotentials dagegen wiirde als Redoxvorgang infolge Oxydation 
des Sehpurpurs zu deuten sein. Dafiir sind wir leider hier den Beweis 
schuldig geblieben. Vielleicht findet sich bald Gelegenheit, dieses 
Thema an anderer Stelle eingehender zu besprechen. 











Zur biochemischen Herkunft von Citronen- und Oxalsiure. 
Il. Mitteilung: 
Die Mycelsubstanzen als eine Quelle der Siurebildung. 
Von 
Wi. S. Butkewitsch, E. W. Menzschinskaja und E. I. Trofimowa. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium des Forschungsinstituts de. 


Lebensmittelchemie in Moskau.) 


(Eingegangen am 21. Juni 1934.) 


Die in unserer vorangehenden Mitteilung! angefiihrten Versuch: 
legten die Vermutung nahe, daf die Citronensadure, die sich durch Ein- 
wirkung der Pilzdecken auf Acetatlésungen in gewissen Fallen anhauft 
nicht aus der Essigséure, sondern aus den in den Pilzdecken vor 
kommenden Substanzen entsteht. Bei den weiteren Versuchen konnten 
wir feststellen, daB die Pilzdecken, die zur Anhaufung von Citronen- 
sdure auf den Acetatlésungen befahigt waren, stets mehr oder wenige! 
betrachtliche Mengen von Substanzen enthielten, die Fehlingsche 
Lésung reduzierten. 

Schon Bernhauer und Siebenduger? wiesen darauf hin, da in einer 
Anzahl ihrer Versuche mit Acetaten reduzierende Substanzen ent- 
standen. Die Verfasser meinen, daB diese Stoffe einer Umwandlung 
der Essigséure entstammen. 

Die von uns durchgefiihrten Versuche iiber die Einwirkung von 
Pilzdecken auf Acetatlésungen haben Bernhauers und Siebendugers 
Beobachtung bestatigt, aber gezeigt, daB die Bildung der reduzierenden 
Stoffe nicht aus den Acetaten, sondern mindestens hauptsachlich 
aus den Pilzdecken erfolgt, und daB diese Substanzen eine Quelle det 
Citronenséurebildung auf den Acetatlésungen darzustellen scheinen 

Zur Priifung dieser Frage wurden Versuche mit Pilzdecken durchgefiihrt, 
die auf Nahrlésungen mit 10 und 20°, Zuckergehalt geziichtet worden 
waren. Diese Decken muBten demnach verschieden groBe Mengen von 
Reservestoffen enthalten. AuBerdem wurden in anderen Versuchen di 
Lésungen unter den Decken gewechselt, wobei durch das AbgieBen der 
urspriinglichen Lésung auch die aus den Pilzdecken stammenden Stoffe 
entfernt wurden. 

Es zeigte sich, daB die auf der starkeren Zuckerlésung gewachsenen 
Decken mehr reduzierende Stoffe enthielten, als die auf schwacheren 


Lésungen kultivierten. Hiermit steht es in Ubereinstimmung, daB wil 


' Butkewitsch, Menzschinskaja u. Trojimowa, diese Zeitschr. 272, 290, 
1934. 2 Bernhauer u. Siebenduger, ebenda 240, 232, 1931; Bernhauer u 
Bockl, ebenda 2538, 16, 1932. 





Zur biochemischen Herkunft von Citronen- und Oxalsaure. LI. 365 


die Anhéufung von Citronensaéure auf Acetat- sowie auf Zuckerlésungen 
niedriger Konzentration (2,5°,) nur in Versuchen mit solchen Pilz- 
decken beobachten konnten, die auf 20°,iger Zuckerlésung geziichtet 
worden waren. 

Die auf der Nahrlésung von 10°, Zuckergehalt geziichteten 
Pilzdecken hauften verhaltnismaBig reichliche Mengen Citronensaure 
nur auf 10% iger Zuckerlésung sowohl] ohne wie mit Acetat an, wobei 


die Anhaufung der Saure im letzteren Falle meistens etwas geringer war. 


Auf den auf der wtblichen Lésung (10°, Zucker) gewachsenen 
Decken trat Citronensdure in der Acetat- und 2,5°,igen Zuckerlésung 
gar nicht oder nur in geringer Menge und fiir kurze Zeit auf. In be- 
deutender Menge haufte sie sich nur in den Lésungen an, die gleichzeitig 
Acetat und Zucker (2,5°,,) enthielten, wobei zu bemerken ist, daB die 
Ergebnisse der quantitativen Bestimmung (nach 6 Tagen) nicht der 
maximalen Anhaufung entsprechen, da diese auf einen friheren Zeit- 
raum fallt (vgl. Tabelle I und Ia). 

In Versuchen mit denjenigen Pilzdecken, die auf den Acetat- 
lésungen keine Anhaufung von Citronensdure erzeugten, lieBen sich 
auch keine reduzierenden Substanzen in bedeutenderer Menge nach- 
weisen. 

In einem der Versuche mit Acetat (Versuchsreihe 1) wurde kurzes 
Auftreten dieser Substanzen beobachtet, und in dieser Lésung erschienen 
auch am nachsten Tage Spuren von Citronensadure, die jedoch bald ver- 
schwanden. 

Ganz anders verhielten sich die Pilzdecken, die auf einer Nahrlésung 
mit 20°, Zuckergehalt geziichtet worden waren. Sie zeigten ein schwacheres 
Vermégen zur Anhaufung von Citronenséiure auf 10° iger Zuckerlésung, 
was durch ihre schwachere Entwicklung bedingt sein konnte, gaben jedoch 
eine regelmaBige Anhaufung der Saure auf 2,5 ° iger Zuckerlésung und auf 
der Acetatlésung. Im letzteren Falle lieBen sich betrachtliche Mengen von 
reduzierenden Substanzen schon in den ersten Tagen des Versuchs nach- 
weisen. Im weiteren Verlauf zeigte sich dann eine gewisse Parallelitat 
zwischen Abnahme bzw. Verschwinden dieser Substanzen einerseits und 
dem Entstehen bzw. der Anhaufung von Citronensdure andererseits. 

Die Versuche mit einem Wechsel der Lésungen wurden mit den auf 
20% iger Zuckerl6sung geziichteten Pilzdecken auf den iiblichen Acetat-, 
Sulfat- und Zuckerlésungen von zwei Konzentrationen (2,5 und 10°,) 
durehgefiihrt. Die Lésung, die man wechselte, blieb nur 1 Tag unter der 
Decke, die folgende Lésung 5 Tage. 

Reduzierende Substanzen lieBen sich nicht nur bei den Acetat-, sondern 
auch bei den Sulfatlésungen schon am ersten Tage der Kultur nachweisen. 
In der Acetatlésung war die Menge dieser Stoffe etwas héher als in der Sulfat- 
lésung; vielleicht teilweise eine Folge der gr6Beren Verbrauchsgeschwindig- 
keit in der Sulfatlésung, wahrscheinlich aber eine Folge der Erhéhung der 
Permeabilitat der Mycelzellen durch Einwirkung von Acetat. 

Auf eine derartige Einwirkung des Acetats konnte man schon nach 
dem Aussehen der Pilzdecken auf den acetathaltigen Lésungen schlieBen. 
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Etwas zusammenschrumpfend lésten sich die Decken von den Wande: 
des GefaBes und wurden welker. Auf den Sulfatlésungen zeigten die Decke) 
diese Erscheinungen nicht. Eine Beschadigung des Pilzmycels auf de: 
Acetatlésungen zeigte sich auch im Fehlen der Conidienbildung, die a 
den Sulfatlésungen gewohnlich stattfand. 

Die Menge der reduzierenden Substanzen', die bei den Acetat 
lésungen in Lésung gingen, waren im Verhaltnis zum Decken 
gewicht bedeutend, sie betrugen 20 bis 40°, von diesem. In der Ve: 
suchsreihe 3 wurden die reduzierenden Substanzen in den urspriinglichen 
Pilzdecken und in den von den Decken nach einem Tage abgegossenen 
Acetatlésungen bestimmt. Wie aus der Zusammenstellung der FE) 
gebnisse hervorgeht, betrugen die in den Acetatlésungen aufgefundenen 
Substanzen ungefahr 80°, der Menge, die in den urspriinglichen Decken 
vorhanden gewesen waren. Beim Wechsel der Acetatlésungen kamen 
also auf die nachfolgende Lésung Decken, die ihre reduzierenden Sub- 
stanzen zum groBen Teil bereits abgegeben hatten. DemgemaB lieBen 
sich weder solche Substanzen, noch eine Anhaufung von Citronen 
sdure in der zweiten Acetatlésung nachweisen, wahrend eine betracht-. 
liche Saéureanhéufung auf den Acetatlésungen ohne Wechsel, d. h. 
ohne Beseitigung der in Lésung tibergehenden Mycelsubstanzen, 
stattfand. 

Fiir das Ausbleiben der Anhaufung von Citronensaéure beim Wechseln 
der Acetatlésungen ist nicht eine Aktivitaétsverminderung der Decken 
verantwortlich. Die Erscheinung ist vielmehr eine Folge des Mangels an 
zur Saurebildung brauchbaren Stoffen. Man ersieht dies aus den Ergebnissen, 
die nach dem Einfiihren 10% iger Zuckerlésung unter die Decken erhalten 
werden. In diesen Fallen haufte sich Citronenséure in betrachtlichen Mengen 
an, und ihre Anhaufung war in den Versuchsreihen 2 und 3 nach dem 
erwaihnten Wechsel der Lésungen wahrend 5 Tagen nicht niedriger als bei 
sechstagiger Einwirkung der Decken auf dieselbe Zuckerlésung ohne 
Wechsel. 


Die Ergebnisse der vorliegenden Versuchsreihen sprechen ganz 
bestimmt dafiir, daB nicht Essigséure, sondern die reduzierenden Sub- 
stanzen aus den Pilzdecken das Material zur Citronensaéurebildung 


darstellen. 


Was die Rolle der Acetate hierbei betrifft, so steht ihr Verbrauch, wie 
schon friiher erwaéhnt, in keiner direkten Beziehung zur Anhaufung von 
Citronenséure. Zwischen diesen Vorgangen besteht sogar in gewissem Grade 
ein umgekehrtes Verhaltnis, was ziemlich deutlich aus den Ergebnissen de1 
Versuchsreihen| bis 2 sichtbar ist, die mit den auf 10- und 20 %igen Zucker- 
losungen geziichteten Decken erhalten worden sind. Auf den Acetatlésungen 
zeigten die ersteren eine schwach hervortretende Neigung zur Anhaufung 
von Citronenséure und zu einem intensiven Verbrauch von Essigséure, 
bei den letzteren stellte man dagegen gerade ein umgekehrtes Verhaltnis fest. 


' Hier und weiter unten, wo die Mengen der reduzierenden Substanzen 
angegeben werden, sind sie auf Glucose berechnet. 
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Aus den Ergebnissen unserer Versuche ersieht man ferner, daB 
Oxalsaure ein Hauptprodukt der Umwandlung der Essigséure in den 
Acetatlésungen darstellt. Die Menge der sich anhéufenden Oxalsaure 
ibersteigt in den meisten Fallen bedeutend den Gewichtsverlust der 
Pilzdecken, und ihre Herkunft aus Essigsaure kann keinem Zweifel 
interliegen (vgl. die Versuchsreihen 1, 2 und 3). Es ist aber gleichfalls 
sicher, daB sich die Oxalsdure bei unseren Versuchen in gewissen 
Fallen auch auf Kosten des Zuckers sowie der Mycelsubstanzen bildete. 
In einer Versuchsreihe wurde Oxalséiure in bedeutender Menge auch 
auf der Sulfatlésung nachgewiesen!. Es ist ganz klar, dal sie in diesem 
Falle nur aus Mycelsubstanzen entstehen konnte. Der Frage der bio- 
chemischen Oxalsaéurebildung widmen wir uns noch in einer besonderen 
Mitteilung. 

In der Versuchsreihe 3 kam die Menge der reduzierenden Sub- 
stanzen, die am ersten Tage in die Acetatlésung iibergegangen waren, 
dem Gewichtsverlust der Decke ziemlich nahe. In der Versuchsreihe 2 
gingen. diese GréBen etwas mehr auseinander. Im allgemeinen fallt 
aber ein betrachtlicher Teil (50 bis 90°) des Gewichtsverlustes der auf 
Acetatlésungen untergebrachten und Citronensaure liefernden Decken 
auf die reduzierenden Substanzen. Dab diese Stoffe eine Quelle der 
Citronensaurebildung zu sein scheinen, geht auBer den schon erwahnten 
Griinden noch aus den Versuchen mit Stamm IV n hervor, aus denen 
ein Zusammenhang zwischen dem Gehalt der Decke an reduzierenden 
Stoffen und ihrem Vermégen, Citronensdéure anzuhaufen, ersichtlich ist 
(Tabelle Ila und IIIa). Die folgende Zusammenstellung macht dies 
deutlich. 


. . ° Tersuehsreihe 2 Versnehsrei 
Reduzierende Substanzen, die am ersten Tage aus VeTsuchsreihe 2 Versuchsreihe 3 


der Decke in Acetatlésung iibergegangen sind. 220 mg 352 mg 
Auf Acetatlésung gebildete Citronensaéure. . . 100 ,, 194 ,, 


Versuche?, 

Versuchsreihen 1 und 2. Stamm IV n. Temperatur 30°/25°. Decken- 
alter 2'/, Tage. Es wurden Pilzdecken gepriift, die auf zwei verschiedenen 
Nahrlésungen geziichtet worden waren, und zwar auf der Lésung von 
iiblicher Zusammensetzung? (Versuchsreihe 1) und auf der mit 20°, Zucker 
und mit dem halben Gehalt an Nahrsalzen (Versuchsreihe 2). Im letzteren 
Falle wurden die Versuche ohne und mit Wechsel der Versuchslésungen 
durehgefiihrt. Die Versuchsanordnung und die Ergebnisse ersieht man aus 
der Tabelle I, Ia, II und Ila. 


1 Das wurde in einer hier nicht angefiihrten Versuchsreihe mit StammIa 
beobachtet. Die Pilzdecke von etwa 1 g Trockengewicht haufte auf 2 °,iger 
Na-Sulfatlésung wahrend 6 Tage fast 0,1 g Oxalsiure an. — ? Uber die 
Bedeutung hier vorkommender abgekiirzter Bezeichnungen vgl. unsere vor- 
angehende Mitteilung, diese Zeitschr. 272, 290, 1934. — * Vgl. unsere 
vorangehende Mitteilung. 
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Tabelle I (StammIVn). (Nahrlésung mit 10° Zucker.) 





Versuchslisung (100 ccm) eae: __Versuchsdauer ast Tagen ciate 
1 2 3 4 5 
Citronens. 0 Spur 0 
| Oxals. + ++ 
Reduktion 
von CuO 


Na-Acetat 
Spur 0 


Na-Acetat { Citronens. 0 Spur 
+2,5°, Zucker |  Oxals. Spur 


o/ Fuokar. . . | Citronens. 0 0) 
2.5% Zucker 1 QOwale. 0 Spur 


Na-Acetat { Citronens. 0 Spur 
+10% Zucker |  Oxals. Spur | Spur 
de che 4 


/ Jnokar. . . | Citronens. . 
o> a {  Oxals. Spur + 


Tabelle Ia (Stamm [!Vn). Versuchsdauer 6 Tage. 





i deck rieht 
Best Aziditat | Deckengewich 
“SSIX* Jueker| Oxal- aufl0cem nach 
| Siure n/10 dem (Urspriing- 
NaOH (versnch| lich 


g g g ecm g 


‘j- 
; tronen- . 
Versuchslisung (100 ecm) siure  S#ure 


OD 0 --- 1,99 4.9 1,10 
Na-Acetat + 2,59 Zucker 0.03 0,10 2,27 12.0 1,85 
BOY, Becker... ee 0 0,09 0,24 5,2 2,96 
Na-Acetat + 10% Zucker | 2,00 8,09 | 2,10 | 424 | 2,47 
10°, Zucker gin 38,37 2,97 0,21 54,7 3,08 


Tabelle II (StammIVn). (N&ahrlésung mit 20% Zucker.) 





Versuchsdauer in Tagen 





Versuchslisung (100 eem) RMS Wechsel Z : 
der Lisungen | ~ ’ $ 

Citronens. | 0 { 0 

| Oxals. 0 | Ohne 1; 0 


Na-Acetat - - -) Reduktion .4{ Weehsel | 
von CuO 


Dieselhe 
neue Acetat-; 
losung | 


Citronens. | 0 
Oxals. 
Na-Acetat = + «| Reduktion +4 
von CuO 
Citronens. | 0 ara 
1. Na-Acetat | Oxals. 0 | PH oa | Spur 
2.10% Zucker ) Reduktion f li | 
von CuO |** waaay 


° SSeS Citronens. | + | Ohne { + + ++ 
2,59 Zucker - Oxals. 0 | Weehsel | 0 0 Spur 


wie 0 0 Spur + 
neue Zue er-| 0 0 Spur 


{ Citronens. | + 
0 é 
losung 


2,5% Zucker - nos 


{ Citronens. + ui Ohne { ++4 +++ +4+4++ 44+ 
0 


of 7 sker «+ - 
10% Zucker | Genie Wechsel | 0 Spur 4 
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Tabelle Ila (Stamm IV n). 





Redu- 
= ain f zierende Aziditat 
Citronen- Essig- | Zycker OX4l- Substanzen | auf 10 eem |Decken- 
siure siure siure anf Glucose n10 NaOH |eeWicht 
berechnet 


£g ecm g 


Versuchslisung 
(100 eem) 


Ohne Wechsel, 6 Tage. 


Na-Acetat .... 0,16 1,24 =~ 0,83 (sauer) 
2.5% Zucker... 0,38 — 1,19 0,19 - 10,1 
109°, Zucker... 0,87 -- 8,24 0,07 13,4 


Mit Wechsel, 1. Lésung 1 Tag, 2. Losung 5 Tage. 


. Na-Acetat . . . 0 2,38 0 0,22 (sauer) | 0,94 
. Na-Acetat .. . 0 1,67 a 0,46 0 (sauer) 0,80 
. 2,5% Zucker. . 0,13 — 13 0 _ 7,5 1,30 

2,5°,; Zucker. . 0,18 — 167 0,21 — 8,6 1,33 
. Na-Acetat ... 0 2,36 - 0 0,22 (sauer) 0,94 
. 10% Zucker. . 0,73 _ 8,57 0,33 _ 29,9 1,17 


DO DOK DO 


Urspriingliche Decke — 0,06 — -- — 1,30 


Versuchsreihe 3. Stamm IVn. Temperatur 30°/24°.  Deckenalter 
2'/, Tage. Die Pilzdecke wurde auf der Nahrlésung von 20% Zucker- 
gehalt und vom halben Gehalt an Nahrsalzen  geziichtet. Die Ver- 
suchsanordnung und die Ergebnisse sind aus den Tabellen III und IIIa 
ersichtlich. 

Tabelle III (Stamm IV n). 


(Nahrlésung mit 20% Zucker.) 
c 





Versuchsdaue r in ‘Tagen 


Versuchslisung (100 cem) Ww ec hsel 
9 ; . 
der Lisungen | 2 3 ‘ ° 


Citronensaure . | Ohne | 0 Spur) + baie. 
Na-Acetat : - | Oxalsiure. . . = O| + [++ l++4+4 
| | Wechsel | 
Reduktion von C uO +++ rer eer n 


j Citvonensiure ate Dieselbe 0 


Na-Acetat - - bee ere Io Acetat- 
Reduktion von C uO b+ + lésung 


0 

0 4 

0 0 
Oxalsaure : 

| Reduktion von CuO 
Citronensaure. .. 0 Dieselbe 


) 
Oxalsiure ... 0 ‘neue Sulfat- 
| Reduktion yon C uO +4 losung 


2% NagSO, - 


| 
 Citronensiiure . . . : | Ohne 


| Wechsel 


2% Na SO, . 


Citronensaure. . . 0 10% ige | 
Oxalsfure ... 0 — 


1. Na-Acetat - | 
Reduktion von CuO | +++ losung 
| 
| 


2.10% Zucker | 


Ohne { 


0% { Citronensiure. . . 0 
10% Zucker - Wechsel | 


| Oxalsiure -... 0 
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Tabelle Illa (Stamm IV n). 





Versuchslésung 
(100 cem) 


Na-Acetat 
2% NaSO, 
10°, Zucker . 


Mit Wechsel, 1. 


. Na-Acetat 
. Na-Acetat 
. 2% NaSQ,. 
2.2% NagSQ,. 

. Na-Acetat ; 
10°, Zucker . 
Urspriingliche Decke . 
Decke v. Acetat (1 Tag) 
Decke v. Sulfat (1 Tag) 


Redu- 
zierende Aziditat 
Substanzen auf 10cem 
auf Glucose n/10 NaOH 
gerechnet 
g cem 


Decke 
gewic! 


Ci- ae 
USS - , 

tronen-| ©8Si8- | Zucker 
saure 

siure 


Oxal- 
séure 


& £ 


Ohne Wechsel, 6 Tage. 
0,267 | 1,12 ~ 0,575 0 
0 a a 0 0 
0,63 - 7,09 | 0,129 — 


(sauer) 
(sauer) 
8,3 


Lésung 1 Tag, 2. Losung 5 Tage. 
0 2.39 ea 0 0,352 

0 2.20 | — | 0,193 0 

0 - — 0 0,201 

0 — 0 0 


1,07 7,33 | 0,804 —_ 
0,073 

0 

0 





Schlubfolgerungen. 

Pilzdecken, die zur 
lésungen befahigt sind, enthalten stets mehr oder weniger betrachtliche 
Mengen von Substanzen, die Fehlingsche Lésung reduzieren. Je héhe1 
der Gehalt der Pilzdecken an diesen Substanzen ist, desto mehr kommt 
ihnen das Vermégen zu, Citronenséure auf den Acetatlésungen an- 
zuhadufen, wobei eine gewisse Parallelitat zwischen dem Verbrauch 
und dem Anwachsen von Citronen- 


Anhaufung von Citronensaure auf <Acetat- 


an reduzierenden Substanzen 
sdure sich ergibt. 

Die vorliegenden Ergebnisse sprechen dafiir, daB nicht Essigsaure, 
sondern die reduzierenden Substanzen der Pilzdecken eine Quelle der 
Citronenséurebildung auf Acetatlésungen darstellen miissen. 

Die Klaérung des Chemismus des zur Citronensdure fiihrenden 


Vorgangs bedarf eingehenderer Untersuchung der reduzierenden Sub- 
Die Kennzeichnung dieser Substanzen machen 


stanzen der Pilzdecken. 
wir uns zur nachsten Aufgabe. 
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Zur biochemischen Herkunft von Citronen- und Oxalsaure. 
Ill. Mitteilung: 


Uber biochemische Bildung von Oxalsiure und iiber Beteiligung von Mycel- 
substanzen an diesem Vorgang. 
Von 
WI. S. Butkewitsch. 
(Aus dem biochemischen Laboratorium des Forschungsinstituts der 
Lebensmittelchemie in Moskau.) 


(Eingegangen am 21. Juni 1934.) 


In unserer vorangehenden Mitteilung! streiften wir bereits die Frage 
nach der Beteiligung von Mycelsubstanzen an der Bildung von Oxal- 
saure im AnschluB an die von uns beobachtete Anhaufung dieser Séure 
in Sulfatlbsungen, auf die die Pilzdecken von der Néhrlésung iiber- 
gesetzt worden waren. Die Frage bedarf aber eingehenderer Unter- 
suchung im Zusammenhang mit den unlangst von Chrzqszez* und 
Bernhauer®? mit Mitarbeitern ver6éffentlichten Arbeiten, in denen die 
Verfasser mitteilen, daB es ihnen gelungen ist, die Anhaéufung gewisser 
Mengen von Oxalséure unter Einwirkung von Pilzdecken auf Formiat- 
lésungen nachzuweisen. Von diesem Befunde ausgehend kommen 
die Verfasser zu dem SchluB, daB Oxalsiure durch Dehydrierung von 
Ameisensaéure entstehen muB, und sie entwickeln ein allgemeines 
Schema der Oxalsaéurebildung, das sich dieser Vorstellung anschlieBt. 
Diese Deutung ihrer Versuchsergebnisse und das daraus abgeleitete 
Schema miissen jedoch von uns abgelehnt werden. 

Die férdernde Wirkung von ameisensaurem Salz auf die Anhaufung 
von Oxalséure in den Pilzkulturen 14Bt sich an die beim Verbrauch 
der Ameisensdure freiwerdende Base kniipfen, die die aus den Mycel- 
substanzen entstehende Oxalséure binden kann. 

DaB die Anwesenheit von Basen, die Oxalséiure binden kénnen, 
die Anhéufung dieser Saéure in den Pilzkulturen férdert, und daB sich 
diese Séure nur gemaéB ihrer Bindung durch Basen in tiberhaupt 
betraéchtlichem Umfang in den Pilzkulturen anhaéufen kann, ist schon 
von Wehmer* festgestellt und spater auch von anderen Forschern 
mehrmals bestatigt worden. Unter anderem zeigte ich, dab die 
Oxalsiuremenge in den Peptonkulturen von Aspergillus niger fast 
genau der Ammoniakanhaufung in diesen entspricht, in demselben MaBe 


1 Butkewitsch, Menzschinskaja u. Trofimowa, LL. Mitteilung, diese 
Zeitschr. 272, 364, 1934. — *% Chrzqaszcz u. Zakomorny, ebenda 263, 105, 
1933. 3 Bernhauer u. Slanina, ebenda 264, 109, 1933. — * Wehmer, 
Bot. Ztg. 49, 233, 1891; Centralbl. f. Bakt. (2) 15, 688, 1906. 
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und daB sich Oxalsiure auch in diesem Falle anhauft wie die s 
bindende Base vorhanden ist!. 

Was die Bildung von Oxalsdiure aus den Mycelsubstanzen betrifft 
so wurde durch Versuche von mir? und etwas spater von Ritter? in 
meinem Laboratorium festgestellt, dab bedeutende Mengen Oxal.- 
saure auch auf Kosten dieser Stoffe unter entsprechenden Bedingungen 
entstehen und sich anhaéufen kénnen. 


Meine Versuche bestanden darin, daB die vorher geziichteten Decken 
von Aspergillus niger auf den Salzlésungen ohne Kohlenstoffverbindungen 
langdauernd gehalten wurden‘. Dabei bildeten sich infolge proteolyti- 
scher Vorginge betrachtliche Mengen Ammoniak aus den Myceleiweiii- 
stoffen, und demgemaéB haufte sich auch Oxalséiure an. Hier lagen daher 
ebensolche Verhaltnisse vor wie in den Peptonkulturen. 

In seinen Versuchen benutzte Ritter 8 Tage alte Decken von Aspergillus 
niger, die auf der Nahrlé6sung mit 3% Zucker bei 32° bis zu vollstandigem 
Zuckerverbrauch geziichtet worden waren. Auf eine 0,2% ige Lésung 
von Na-Carbonat iibergesetzt, bildete diese Pilzdecke in 5 Tagen bei taglichem 
Wechsel der Lésung insgesamt 0,503 g¢ Oxalséiure, wobei das Trocken- 
gewicht der Decke zum SchluB des Versuchs 0,800 g betrug. Bei analogen 
kurzdauernden Versuchen mit Lésungen von Neutralsalzen (NaCl, KCl, 
MgSO,) trat Oxalsiure gar nicht oder nur in geringer Menge auf. Bei 
langdauernden Versuchen lat sich aber, wie schon erwahnt, eine bedeutende 
Anhaufung von Oxalséiure auch auf diesen Lésungen beobachten, da sich 
dann Ammoniak infolge proteolytischer Vorgainge aus den Eiweifstoffen 
der Decke bilden kann. 


Es ist selbstverstandlich, daB Natriumformiat ebenso wie N H, und 
Bicarbonat als Base wirken kann, wenn die Ameisenséure durch die 
Pilzdecke oxydiert worden ist. Auf diese Weise kann also Oxalsiure 
ohne jede direkte Beziehung zu Ameisensaéure als Abbauprodukt der 
Mycelsubstanzen entstehen. In den obenerwahnten Versuchen mit 
Formiatlésungen handelte es sich wahrscheinlich nur um einen solchen 
Vorgang und nicht um die Bildung von Oxalséure aus Ameisensaure. 


Was Sauren, wie z. B. Essig-, Bernstein- und Weinsaure, betrifft, so 
ist durch viele Versuche festgestellt worden, daB die Anhaufung von Oxal- 
siure bei Gegenwart von Salzen dieser Sauren das Gewicht der zum Versuch 
gebrauchten Pilzdecken oder mindestens ihren Gewichtsverlust bedeutend 
iibersteigen kann®. Es ist also sicher bewiesen, daB sich die betreffenden 
Saéuren als Material an der Bildung von Oxalséure_ tatsachlich —be- 
teiligen. 

Die Einfliisse, die zur Anhéufung von Oxalséure in den Pilzkulturen 
fiihren, brauchen nicht mit denen itibereinzustimmen, die ihre Bildung 


1 Butkewitsch, diese Zeitschr. 129, 445 u. 455, 1922. — ? Derselbe, 
Ber. St. Petersb. Naturforscherges. 33, 1, 1903. — # G. Ritter, Materialien 
zur Physiologie der Schimmelpilze 1916 (russ.). — * In diesen Versuchen 
scheint das Verfahren der ,,vorher geziichteten Pilzdecken‘* zum ersten 
Male angewandt worden zu sein. — ® Vgl.z. B. Wehmer, Bot. Ztg. 49, 233, 
1891; Butkewitsch, diese Zeitschr. 129, 464, 1922; Butkewitsch u. Fedoroff, 
ebenda 219, 87, 1930; Butkewitsch, Menzschinskaja u. Trofimowa, ebenda 
272, 290, 1934. 
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estimmen. Die Ansammlung der sich bildenden Saéure wird, wie schon 
rwahnt, durch die in der Kultur vorhandenen bzw. freiwerdenden Basen 
bestimmt. Enthalt die Versuchslésung neutrale Salze organischer Sauren, 
so werden die verbrauchten Saéuren durch Oxalsiure in beinahe aquivalenter 
Menge ersetzt. Die sich tiberschiissig bildende Oxalsaure wird vollkommen 
oder mindestens gréBtenteils weiter bis zu Kohlenséiure und Wasser oxydiert. 
DaB freie Oxalsaiure durch die Pilze zersetzt wird und daB sie sich in den 
Kulturen von Aspergillus niger nur in verhaltnismaBig geringem Umfang 
anhaufen kann, ist bereits durch Wehmers Versuche festgestellt. Der- 
selbe hat auch gezeigt, daB gewisse Pilze, wie z. B. Penicillium qlaucum, 
imstande sind, Oxalsiéure auch aus ihren Salzen zu verbrauchen und diese 
teilweise in Carbonate tiberzufiihren?. 

Hauft sich Oxalséure in den Kulturen von Aspergillus niger auf Salzen 
der obenerwahnten Saéuren in geringeren Mengen an, als nach der Kohlen- 
stoffzahl dieser Verbindungen zu erwarten ist, so mu das dadurch 
bedingt sein, daB8 die Zahl der Carboxylgruppen bei der Umwandlung der 
betreffenden Sauren in Oxalséure zunimmt, und da8 infolgedessen nur ein 
gewisser Teil der sich bildenden Oxalséiure an die freiwerdende Base ge- 
bunden werden kann. Nur dieser Teil der Oxalséiure wird in der Kultur 
zurtickgehalten, die iibrige Séure verschwindet, indem sie weiter oxy- 
diert wird. 

Betrachtet man z. B. die Umwandlung von Na-Salzen der Essig- und 
Bernsteinséure, so laBt sie sich durch folgende Schemata darstellen: 


2 CH, . COONa + 30, = (COONa), + (COOH), + 2H,0 | 
(CH, .COONa), + 2'/, 0, = (COONa), + (COOH), + H,0 | 


(1) 


Die freie Saure wird dann zu CO, und H,O oxydiert. 

DemgemaB fallt die Menge der in der Pilzkultur abgefangenen Oxal- 
saure beinahe halb so groB aus, wie man aus den Gleichungen erwarten 
kénnte, und im ganzen ergibt sich das obenerwahnte Verhaltnis mit aqui- 
valentem Ersatz der Sauren. Dieses in der Tat meistens beobachtete Ver- 
haltnis spricht an und fiir sich noch nicht dafiir, daB die Umwandlung der 
Essigsaure sowie anderer organischer Sauren nach dem Schema vor sich 
geht, das von den Verfassern der neuen Hypothese der Oxalséiurebildung 
aus Ameisenséure angenommen wird, und zwar 

2CH,.COOH + 30, = 2H.COOH + 2CO, + 2H,0 
2H.COOH + !/,0, = (COOH), + H,O 

Die beiden Schemata fiihren unter gewissen Bedingungen, die sich bei 
den Versuchen mit neutralen Salzen der Ausgangsséure geitend machen, 
zu demselben Resultat, und zwar 

2CH, .COONa + 3!/, O, = (COONa), + 2CO, + 3H,0, 
obgleich die in ihnen zugrunde liegenden Vorgange ganz verschieden sind 
und zu verschiedenen SchluBfolgerungen in bezug auf etwaige Ausbeuten 
von Oxalsaure fiihren miissen. 

Dehnt man das letztere der obenangefiihrten Schemata, wie es seine 
Verfasser tun, auf die Bildung von Oxalsaéure aus Zucker aus, so kommt man 
zu dem SchluB, daB nur ein Molekiil Oxalséure aus einem Molekiil Zucker 
entstehen kann. 

C,H,,0, + 5'/, 0, = (COOH), + 4CO, + 5H,0. 


1 Wehmer, Bot. Ztg. 49, 233, 1891; vgl. auch Butkewitsch, diese Zeitschr. 
129, 464, 1922; 186, 224, 1923. 
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Diesem Schema gemaéS kann das Gewichtsverhaltnis (COOH), : CO 
bei der Oxalsaiurebildung aus Zucker nicht den Wert 0,51 iibersteigen, 
DaB das in der Tat nicht der Fall ist, geht aus den Ergebnissen hervor, di: 
unlangst von T'schesnokov! veréffentlicht sind. Nach seinen Versuche: 
kann das Gewichtsverhaltnis (COOH), : CO, bei Aspergillus niger auf de: 
Zuckerlésungen, die Phosphatgemisch als Puffer (py 9,5) enthalten, den 
Wert 3 erreichen. 

Dieser Wert des Verhaltnisses (COOH),: CO, laBt sich tiberhaup 
nicht mit der Annahme in Ubereinstimmung bringen, da®8 eine Spaltuny 
des Zuckermolekiils in zwei C,-Ketten der Bildung von Oxalséure au 
diesem vorangeht, wenn man auch voraussetzt, daB der nachfolgencd: 
Abbau jedes dieser C,-Komplexe zur Bildung eines Oxalséiuremolekiils 
fiihrt, d. hh. daB aus einem Molekiil Zucker zwei Molekiile Oxalséure ent 
stehen kénnen. Diesem Schema des Zuckerabbaues gemaB, das sich durch 
die Gleichung 

C,H,,0, + 50, = 2(COOH), + 2CO, + 4H,O 


darstellen laBt, kann der maximale Wert des Verhaltnisses (COOH), : CO, 
nur 2,05 betragen. Diese Gr6Be ist aber auch bedeutend niedriger als die- 
jenige, die fiir das betreffende Verhaltnis von T'schesnokov bei seinen Ver 
suchen mit Aspergillus niger erhalten worden ist. Daraus ergibt sich, daB der 
zur Oxalsaurebildung fiihrende Vorgang unter Bildung von drei Molekiilen 
Saure aus einem Molekiil Zucker vor sich gehen kann, d. h. nach dem Schema 


C,H,,0, + 41/,0, = 3(COOH), + 3H,0. 
Ist das der Fall, so muB die Spaltung der Kohlenstoffkette der Hexose 
in drei C,-Ketten bzw. in C,- und C,-Ketten mit nachfolgender Spaltung 


der letzteren in C,-Ketten zustande kommen. 

Durch Virtanens® Versuche iiber die Propionsiuregirung werden ge- 
wisse Anhaltspunkte dafiir gegeben, daB neben der Spaltung in C,-Ketten 
auch eine solche in C,-Ketten erfolgen kann. 

Nach seinen Befunden scheint die Glucose bei dieser Garung zum Teil 
direkt zu Acetaldehyd und Bernsteinséiure abgebaut zu werden. 

C,H,,.O, = CH,.CHO + (CH,. COOH), + H,0. 

Virtanen? nimmt denselben Vorgang der Bildung von Bernsteinsaure 
auch bei der Vergéirung des Zuckers durch Coli-Aerogenes-Bakterien an. 
Aus Virtanens Befunden geht hervor, daB die Bildung von Bernsteinsaure 
iiber Essigsiure durch einen Dehydrierungsvorgang nicht verallgemeinert 
werden kann und da auch andere Vorgange zur Bildung dieser Saure 
fiihren kénnen. 

Wenn das vorliegende Schema des Zuckerabbaues der Wirklichkeit 
entspricht, so ergibt sich daraus, da8 auch die Essigsiure aus Zucker nicht 
nur durch dessen Spaltung nach Art der alkoholischen Garung entstehen 
kann. 

Auch fiir die Bildung von Oxalsaure wird gelten, daB sie auf ver- 
schiedenen Wegen und aus verschiedenem Ausgangsmaterial gebildet 
werden kann. Ihre Bildung kann sowohl aus offenen als auch cycli- 

1 Tschesnokov, Mikrobiol. 1, 390, 1932 (russ.). — ? Virtanen, Soe. Se. 
Fennica. Comm. Physico-Math. I, 36, 1923; Il, 20, 1925; vgl. auch Foote, 
Fred u. Peterson, Centralbl. f. Bakt. (2) 82, 379, 1930. — % Virtanen, Ann. 
Acad. Se. Fennicae, Ser. A, 29, Nr. 26, 1927; Virtanen mit Mitarbeitern, 
Zeitschr. f. physiol. Chem. 163, 284, 1927; 187, 7, 45, 1930. 
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chen C-Ketten! erfolgen. Zur Zeit gibt es noch keine sicheren Grund- 
lagen zur zuverlassigen Beurteilung dieser Vorginge. Es kann aber 
schon jetzt kaum einem Zweifel unterliegen, daB das Schema der Oxal- 
siurebildung tiber Ameisensiure nicht zutreffend ist. 

Ebensowenig scheint auch das Schema der Citronenséurebildung 
iiber Essigséure den Tatsachen zu entsprechen. Unter anderem sprechen 
gegen dieses Schema die noch nicht ver6ffentlichten Ergebnisse, die 
von Gudlet (Leningrad) bei seinen ausgedehnten Versuchen hinsichtlich 
der Ausbeuten von Citronen- und Kohlenséure in den Zuckerkulturen 
von Aspergillus niger erhalten worden sind. Nach dem erwahnten 
Schema, dem die Gleichung 

3 C,H,,.0, + 90, = 2C,H,0O, +6 CO, + 10 H,O 
entspricht, kann das Gewichtsverhaltnis C,H,O,: CO, nicht den Wert 
1,45 iibersteigen. Gudlet beobachtete mehrmals fiir dieses Verhaltnis 


viel héhere Werte, die 2,5 erreichten. 


Schlubfolgerungen, 

Pilzdecken kénnen Oxalséure auf Kosten in ihnen_ befindlicher 
Substanzen bilden, und die aus dieser Quelle entstehende Saéure kann 
sich dann in betrachtlicher Menge anhaufen, wenn saurebindende 
Basen in den Pilzkulturen vorhanden sind. 

Der giinstige Einflu8 von Formiaten auf die Anhaufung von 
Oxalsiéure wird auf eine solche Basenwirkung zuriickgefihrt. 

Die Hypothese der Oxalsiurebildung tiber Ameisenséiure wird 
durch die Versuche ihrer Verfasser nicht hinreichend begriindet, und 
das sich auf diese Hypothese stiitzende Schema des Zuckerabbaus 
steht mit gewissen Tatsachen im Widerspruch. 

Die durch die Versuche mit Zuckerkulturen von Aspergillus niger 
festgestellten Verhaltnisse zwischen Oxal- und Kohlensaéure sprechen 
nicht fiir die Annahme, daB die Spaltung des Zuckermolekiils in 
C,-Kompiexe der Bildung von Oxalséiure vorangeht; sie sprechen 
vielmehr dafiir, daB drei Molekiile Oxalséure aus einem Molekiil Zucker 
entstehen kénnen. 

Die Bildungsart von Bernsteinséure aus Zucker tiber Essigsaéure 
laBt sich nicht auf alle biologischen Bildungsarten der Saure anwenden. 

Die vorhandenen experimentellen Befunde stiitzen die Hypo- 
these der Bildung von Citronenséure aus Zucker iiber Essigséure nicht. 

Alle oben erwahnten Verhaltnisse bediirfen noch eingehenderer 
und genauerer Untersuchung. 


1 Butkewitsch, diese Zeitschr. 145, 442, 1924; Butkewitsch u. Fedoroff, 
ebenda 219, 87, 1930. 











Uber die ,neue Methode 
zur Darstellung von Aminen aus Aminosiuren* von Wada. 


Von 
H. T. Clarke, G. L. Foster 
(College of Physicians and Surgeons, Columbia University, New York.) 
und 
H. B. Viekery 
(Connecticut Agricultural Experiment Station, New Haven.) 


(Eingegangen am 2. Juli 1934.) 


Eine ,,einfache und allgemein anwendbare Methode zur Darstellung 
der Amine“ aus Aminosiuren ware von groBem praktischen und theo- 
retischen Interesse. Die von Wada (1) vorgeschlagene, in der gleich- 
zeitigen Hydrolyse und Decarboxylierung der Hydantoine bestehende 
Methode steht mit unseren bisherigen Erkenntnissen iiber die Chemie 
dieser Kérperklasse nicht in Einklang (2). Wir haben deshalb einige 
von Wadas Vorschriften nachgepriift, jedoch mit durchaus negativem 
Erfolg. Unter den von Wada angegebenen Bedingungen erleiden die 
Hydantoine zwar teilweise oder vollstaéndige Hydrolyse, aber in keinem 
Falle war Decarboxylierung zu beobachten. 


Experimenteller Teil. 


Phenylalanin. 4,9g, d,1-Benzylhydantoin (Schmelzpunkt 190°, aus 
d,1-Phenylalanin und Harnstoff in kochendem Wasser) wurde in einer 
Lésung von 20cem_ konzentrierter Schwefelsaure in 70cem Wasser 
10 Stunden lang unter RiickfluB gekocht. Beim Abkiihlen kristallisierten 
3,7 g des urspriinglichen Hydantoins (Schmelzpunkt und Mischschmelz- 
punkt 190°) aus. Die Mutterlauge gab noch 0,4 g des Hydantoins (Schmelz- 
punkt 190°) an Ather ab. Die mit Ather erschépfend ausgeschiittelte 
Lésung, gegen Kongorot neutralisiert, lieferte auch bei starkem Kiihlen 
keine Kristalle von Phenylalanin. Durch Auséthern nach starker Alkali- 
sierung wurde Spuren eines gelben Ols erhalten, aus welchem aber kein 
kristallines Pikrat zu gewinnen war. 

Nach Wada hatte obiges Verfahren 2,5 g Phenylathylamin ,,als glanzende 
Tafeln“* vom Schmelzpunkt 189° liefern sollen. Nach der Literatur (3) ist 
f-Phenylathylamin eine Fliissigkeit, deren Siedepunkt von verschiedenen 
Autoren als zwischen 193 und 198° liegend angegeben wird. 

Tyrosin. Nach Wada verwandelt man das Tyrosin in die entsprechende 
Hydantoinséure durch anderthalbstiindiges Kochen von 10g der Amino- 
siure mit 5g Harnstoff in 500cem Wasser. Unter diesen Bedingungen 
lést sich das Tyrosin nicht vollstandig auf; um das Hydantoin zu erhalten 
waren fast 15 g Harnstoff und vierstiindiges Kochen nétig. Die mit Salz 
siure gegen Kongorot angesduerte Lésung lieferte beim Einengen drei 
Kristallisationen des p-Oxybenzylhydantoins, im ganzen 9,87g. Die 
Mutterlauge gab beim Neutralisieren 0,57 g unreines Tyrosin. 
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Uber die ,,neue Methode** von Wada. 


Es wurden 6,0 g dieses Hydantoins in 100 cem 2°%iger Natronlauge 
8 Stunden lang gekocht; die gegen Lackmus sauer, gegen Kongo neutral 
gemachte Lésung lieferte beim Stehen iiber Nacht 2,2 g einer Mischung 
von Tyrosin und dessen Hydantoin. Dieses Gemisch hinterlie8, mit 12 cem 
0.8n HCl ausgekocht, 1,59g ungeléstes Hydantoin, Schmelzpunkt 262 
bis 264°, N: 13,7% (Theor. 13,6). Die saure Lésung lieferte nach 
Neutralisation 0,52 g¢ Tyrosin (N: 7,97%; Theor. 7,73). Aus der auf 
30 cem eingeengten und abgekitihlten ersten Mutterlauge kristallisierte 0,9 g 
unreines Hydantoin aus. Das Filtrat wurde bis auf 15 cem konzentriert, 
worauf sich ein Gemisch von Prismen und Nadeln in groBen, klaren Tafeln 
abschied. Dieses Gemisch wurde mit 10 ccm kaltem Wasser ausgezogen, 
und hinterlie8 0,286 g mit Hydantoin verunreinigtes Tyrosin (Ninhydrin- 
probe); der wasserige Auszug lieferte nach EMmdunsten im Exsikkator 
3,23 g Tafeln; aus deren Mutterlauge wurden dann nach Anséuern gegen 
Kongorot 0,655 g p-Oxybenzylhydantoin isoliert. 

Das in Tafeln kristallisierende Produkt besteht aus dem bisher un- 
bekannten Natriumsalz des p-Oxybenzylhydantoins C,,H,0O,N,Na.4H,0, 
Schmelzpunkt 127° unter Gasentwicklung. Es enthielt N: 9,20%, Na: 
7,53% (Theor. 9,21 bzw. 7,56). Die Tafeln verloren 16,7% ihres Ge- 
wichts wahrend 20stiindigem Trocknen bei 105°, enthielten aber immer 
noch etwas Kristallwasser, denn die teilweise entwasserte Substanz schmolz 
bei 125° und gab bis auf 225° andauend Gasblaschen ab; bei dieser Tem- 
peratur trat Zersetzung ein. Beim Anséuern einer Lésung des Salzes schied 
sich p-Oxybenzylhydantoin (Schmelzpunkt und Mischschmelzpunkt 265°) 
nadelférmig ab. 

Die nach Wada behandelten 6,0 g des Hydantoins lieferten im ganzen 
2,44 g¢ unangegriffenes Hydantoin, 3,23 g Natriumsalz und 0,92 g Tyrosin, 
entsprechend 92,5°% der theoretischen Menge. Es kann daher kein wesent- 
licher Anteil des Hydantoins in Tyramin verwandelt worden sein; auch wurde 
kein bei 161° schmelzendes Produkt aufgefunden. 

Glycin. Eine Lésung von 10,0 g Glycin und 15,0 g Urethan in 50 ccm 
0,4n Bariumhydroxyd wurde 2 Stunden unter RiickfluB gekocht, mit 
Kohlendioxyd gesiattigt und filtriert. Das Filtrat wurde nach Zugabe von 
leem 10 n HCl auf dem Wasserbad zur Trockne verdunstet; der Riick- 
stand wurde in 15 eem Wasser aufgelést, mit 50 cem konzentrierter Schwefel- 
sdure vermischt und 10 Stunden am RiickfluBkiihler gekocht. Nach 
vélligem Verdunsten am Wasserbad wurde der Riickstand in Wasser auf- 
gelést und auf 100 ccm verdiinnt. Die Analyse ergab einen Gesamtstickstoff- 
gehalt von 183,6 Milliiquivalenten (d. h. 61% der Theorie), wovon 51,0 Milli- 
aquivalente nach Alkalisierung fliichtig waren. Die iibrigen 132,6 Milli- 
aquivalente waren wohl als Glycin vorhanden. Die fliichtige Stickstoff- 
verbindung bestand lediglich aus Ammoniak, denn sie wurde durch Queck- 
silberoxyd nach dem Verfahren von Weber und Wilson (4) vollstandig 
absorbiert. Methylamin hatte sich also nicht gebildet. Der 39 %ige Verlust 
an Stickstoff fand wahrend des ersten Verdampfens statt, was durch den 
folgenden Versuch bestatigt wurde. 


Eine Lésung von 2,000 g Glycin (26,7 Millimol) und 3,000 g Urethan 
(33,6 Millimol) in 10 cem 0,4n Bariumhydroxyd wurde im gelinden Luft- 
strom unter Riickflu®B 2 Stunden gekocht. Wahrend des Kochens entwich 
0,8 Milliéquivalent Ammoniak. Nach Zugabe von leem 10 n HCl wurde 
auf 50 cem verdiinnt und analysiert: Gesamtstickstoff 60,2 Milliaquivalent 
(Theor. 59,5), wovon 21,9 aus alkalischer Lésung fliichtig waren. Nach 
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Verdampfen zur Trockne verblieben nur 40,4 Milliaquivalente Gesamt-N, 
wovon 14,1 sich in Gegenwart von MgO verfliichtigten. 

Gleich unbefriedigende Ergebnisse wurden in einem Versuch mit 
Hydantoinsdure (Schmelzpunkt 171 bis 172° unter Zersetzung) erhalten. 
Diese Saéure wurde aus 10g Glycin und 20g Harnstoff nach der zweiten 
von Lippich angegebenen Methode (5) dargestellt. Eine Lésung von 2,360 ¢ 
(20 Millimol) davon in 12 cem 7,5n HCl wurde 16 Stunden gekocht, zu 
Trockne gebracht, verdiinnt und analysiert; Gesamtstickstoff 40,2 Milli 
aquivalent (Theor. 40,0), wovon 16,3 in Gegenwart von MgO sich ver- 
fliichtigte und lediglich aus Ammoniak bestand. Durch Kochen mit 
starker Natronlauge entwichen noch 3,2 Milliaquivalente. Die iibrigen 
20,7 Milliiquivalente, die erst nach Kjeldahlisierung fliichtig wurden, be- 
standen zweifellos aus Glycin. Diese Ergebnisse deuten ebenfalls darauf 
hin, da8 eine Decarboxylierung nicht stattgefunden hat. 

Leucin, Leucin lieferte bei zweistiindigem Kochen mit 1'/, Mol Harn- 
stoff weniger als 30 % der Theorie an Hydantoinsaéure; mit 3 Molen Harnstoff 
dagegen konnte diese in Ausbeuten von mehr als 80% erhalten werden. 
Eine Lésung von 5,0 g Isobutylhydantoin und 2 g kristallisiertes Barium- 
hydroxyd in 20 cem Wasser wurde eine Stunde lang gekocht, auf 800 ccm 
verdiinnt, von Bariumionen befreit und unter vermindertem Druck ein- 
geengt. Es wurden drei Kristallisationen erhalten: 1. 3,15 g, Schmelz- 
punkt 208 bis 209°; 2. 0,67 g, Schmelzpunkt 203 bis 204°; 3. 0,32 g, sinterte 
von 197° bis tiber 230°. Die erste bestand aus reinem Isobutylhydantoin, 
die dritte gab eine positive Ninhydrinprobe, und bestand augenscheinlich 
aus Leucin nebst dem zugehérigen Hydantoin. Die Mutterlauge, auf 5 ccm 
eingeengt, ergab 0,28 g unreines Leucin (Zersp. 273°), dessen Filtrat, 
mit Alkohol behandelt, 0,31 g¢ reines Leucin lieferte. Der alkoholischen 
Mutterlauge wurde alkoholische Oxalsaiurelésung zugesetzt; die winzige 
Menge des dadurch abgeschiedenen Produkts schmolz nicht bis 187°. 

Vom eingewogenen Hydantoin wurde also etwa 90% entweder un- 
verindert oder als Leucin zuriickerhalten. Eine Substanz mit dem von 
Wada fiir Isoamylaminoxalat angegebenen Schmelzpunkt 169° war nicht 
aufzufinden. 

Arginin. Eine Lésung von 1,1 g kohlensaurem Arginin und 0,59 ¢ 
Harnstoff in 20 ccm Wasser wurde 2 Stunden gekocht; nach der Zugabe 
von 2cem 3n HCl wurde eine Stunde weiter gekocht. Die Fliissigkeit 
wurde mit kristallisiertem Bariumhydroxyd bei 35 bis 45° gesattigt, 2 Stunden 
gekocht, verdiinnt, mit CO, gesattigt und filtriert. Das Filtrat wurde von 
Barium durch H,S0Q,, sodann von Chlor durch Silbersulfat, von Silber 
durch H,S, und von Sulfat durch Bariumhydroxyd genau befreit und 
unter vermindertem Druck auf Sirupkonsistenz eingeengt. Nach Ent- 
fernung einer kleinen Menge einer anorganischen, gallertartigen Ver- 
unreinigung wurde 1,14 g Pikrinséure in 20 cem heiBem Wasser zugegeben. 
Nach einigen Stunden wurde 0,88g eines in Nadeln auskristallisierten 
Produkts abfiltriert. Dieses zersetzte sich bei 202 bis 203°; nach zwei- 
maligem Umkristallisieren aus heiBem Wasser hatte sich der Zersetzungs- 
punkt auf 207 bis 208° erhéht. Das gereinigte Produkt enthielt 19,09°, N 
(Theor. 18,99); mit reinem Ornithindipikrat vermischt, zersetzte es sich 
bei 206 bis 207°. Aus der auf 3 bis 4ccm eingeengten Mutterlauge 
setzte sich nur eine Spur von Kristallen ab; nach Zugabe von zwei Raum- 
teilen Alkohol schieden sich kristalline und amorphe Produkte aus, deren 
Menge aber zu gering fiir eine weitere Untersuchung war. 
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Das von Wada beschriebene, sich bei 250° zersetzende Pikrat kann 
unméglich das Pikrat vom Hydantoin des Arginins gewesen sein. Diese 
Substanz wurde folgendermaBen dargestellt: zu einer Lésung von 1,1 g 
kohlensaurem Arginin und 1,2 ¢ Harnstoff in 20 cem Wasser wurden nach 
zweistiindigem Kochen 2cem 35% iger Schwefelsiure zugegeben; die 
kongosaure Fliissigkeit wurde eine Stunde lang gekocht, verdiinnt, das 
Sulfat gerade quantitativ ausgefallt und das Filtrat eingeengt. Da sich 
keine Kristalle in dem so erhaltenen Sirup bildeten, wurde dieser auf 
25 cem verdiinnt und heiB mit 1,14 ¢ Pikrinséure behandelt. Das in gelben 
Tafeln auskristallisierende Pikrat wog 1,75 g und schmolz bei 191 bis 192° 
unter Zersetzung; aus 50cem heiBem Wasser umkristallisiert bildete es 
Aggregate von diinnen Tafeln und Warzen von Nadeln, die bei 200° sinterten 
und sich bei 208° zersetzten. Diese Mischung wurde wieder in heigem 
Wasser aufgelést und schnell abgekiihlt; sobald sich die durch das Kiihlen 
hervorgerufene Triibung geklart hatte, wurden die entstandenen diimnen, 
spréden Tafeln abfiltriert. Diese waren nun einheitlich und wogen 1,33 g 
(61°, der Theorie). Nach einmaligem Umbkristallisieren schmolzen sie 
scharf bei 215° unter Zersetzung, verloren kein Gewicht bei 105°, und ent- 
hielten 25,59% N (Theor. fiir C;H,,0,N,.C,H,O,N;, 26,17). 

Cystin. Eine Aufschwemmung von 4,6 g Cystin in einer Lésung von 
15g Harnstoff und 3 cem 28°%igem Ammoniak in 100 cem Wasser wurde 
unter RiickfluB gekocht. Da sich das Cystin nicht vollstandig aufléste, 
wurde mehr Ammoniak (im ganzen 20cem) zugegeben. Wahrend des 
darauffolgenden zweistiindigen Kochens waren weitere Zugaben von 
Ammoniak (im ganzen 10 cem) nétig, um alles in Lésung zu halten. Die 
Fliissigkeit farbte sich allmahlich braun, und wahrend der zweiten Stunde 
sammelte sich im Kiihler gelbes Ammoniumsulfid an. Offenbar hatte sich 
die sich bildende Hydantoinséure unter dem Einflu8 des Ammoniaks 
zersetzt; der Versuch wurde deshalb abgebrochen. 

Andere Aminoséuren wurden nicht untersucht. 


Zusammenfassung, 
Bei der Nachpriifung der von Wada vorgeschlagenen Methode fiir 
die Darstellung von Aminen aus Aminosauren ergab sich, daB unter 
den von ihm beschriebenen Bedingungen keine Amine gebildet werden. 
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Die Aktivitits-» -Kurve der Alanin-Desamidase'. 
Von 
Nelly Neuensehwander-Lemmer (Berlin) und Franz vy. Leévey (Budapest), 
(Eingegangen am 3. Juli 1934.) 


Mit 4 Abbildungen im Text. 


H. A. Krebs machte in seiner Arbeit ,,UCber den Stoffwechsel de1 
Aminosauren im Tierkérper‘‘? die interessante Feststellung, daB die 
Nieren der Ratten’ racemische und optisch aktive Aminoséuren ver- 
schieden schnell desaminieren, und zwar wird die nicht natiirlich vor- 
kommende aktive Komponente schneller angegriffen als die natiirlich 
vorkommende Form. Fir Alanin z. B. fand Krebs, daB das natiirlich 
vorkommende | (+)-Alanin von Rattenniere etwa siebenmal langsame1 
umgesetzt wird als d,1-Alanin. Diese Beobachtung veranlaBte uns, 
die Affinitatsverhaltnisse der Nierendesamidase zu den optisch aktiven 
Aminosaduren zu studieren. Zu diesem Zwecke bestimmten wir die 
Aktivitats-p,-Kurve fiir d,1-Alanin, d(—)-Alanin und | (+)-Alanin. 
Unsere Absicht, die Untersuchung auf weitere Aminosaéuren auszu- 
dehnen, mubte aus duBeren Griinden aufgegeben werden. 


Experimenteller Teil. 
Substrate. 


Das benutzte d, l-Alanin (Frdnkel und Landau) wurde vor dem Gebrauch 
dreimal umkristallisiert. Ein Teil des verwendeten | ( + )-Alanins war ebenfalls 
ein vorher umkristallisiertes Praparat von Frdnkel-Landau, ein anderer 
Teil wurde aus Seidenfibroin® selbst hergestellt. Das d (—)-Alanin wurde 
nach Ehrlich durch partielle Vergarung von d,1-Alanin mittels Hefe her- 
gestellt*. Alle drei Praparate gelangten vollkommen rein zur Anwendung, 
sie hatten den geforderten Schmelzpunkt und zeigten richtige Drehung 
und NH,-Gehalt. Von diesen Praparaten wurden mit Puffermischung 
(m/15 Phosphatpuffer py 7,44) Stammldésungen hergestellt und daraus 
fiir die jeweiligen Versuche die entsprechenden Verdiinnungen bereitet. 


Fermentmaterial. 


Als Enzymmaterial diente Ratten-Nierenbrei. 


1 Die Arbeit wurde in der chemischen Abteilung des Pathologischen 
Instituts der Universitat unter dem damaligen Leiter Prof. Dr. Rona aus- 
gefiihrt und war im Sommer 1933 experimentell beendet; aus auSeren 


Griinden gelangt sie erst jetzt kurz zur Publikation. — * Zeitschr. f. physiol. 
Chem. 217, 191, 1933; 218, 157, 1933; Klin. Wochenschr. 11, 1744, 1932. 
— % Fischer, Darstellung organischer Praparate. — * Diese Zeitschr. 


1, 23, 1906. 
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Schema der Versuchsansatze und Analyse. 

Die Ratten wurden mit Ather getétet, die Nieren sofort herausprapariert 
ind jede in so viele Teile geschnitten, als gleichzeitige Versuchsansatze 
remacht werden sollten. Die Teile wurden sofort gewogen. Die Nieren- 
stiickchen wurden sofort mit 1 g gereinigtem und gegliihtem Seesand und 
etwas m/15 Phosphatpuffer im Moérser verrieben und der Brei mit 10 eem 
Pufferlésung in die Versuchsflaschen gespiilt. Als Versuchsflaschen dienten 
GefaBe von 200cem Inhalt mit doppelt durchbohrtem Glasstopfen zur 
Gasdurehleitung (Gaswaschflaschen). Diese VersuchsgefaiBe waren vorher 
mit 85cem m/15 Phosphatpuffer py 7,44 und 5cem der zur Untersuchung 
dienenden Alaninlésung der gewiinschten Konzentration beschickt worden 
und zur Temperatureinstellung in einen Thermostaten von 37° eingesetzt 
worden. Durch alle Versuchsansaétze wurde ein O,-Strom (+ 5% CQ,) 
geleitet, der neben der Sauerstoffversorgung auch fiir Durchmischung 
sorgte. Es wurden stets vier bis sechs Versuchsansitze nebeneinander 
gemacht. In jeder Versuchsreihe liefen immer ein bis zwei Kontrollansatze 
ohne Alanin zur Blindwertbestimmung mit. In jedem Versuchsansatz 
wurde das py kontrolliert. Sofort nach Vermischen des Ansatzes und 
dann je in bestimmten Zeitintervallen wurden 10 cem Versuchsfliissigkeit 
abpipettiert, der Fermentvorgang durch Einsetzen in ein kochendes Wasser- 
had (3!/, Minuten) unterbrochen, sofort abgekiihlt, '/, Stunde zentrifugiert 
und im Mikro-van Slyke-Apparat der Gehalt an NH,-N bestimmt; an- 
gegeben wird mg Amino-N. Alle Versuche wurden auf dieselbe Ferment- 
menge (Standardkurve) in 100 mg Niere unter Beriicksichtigung des Blind- 
wertes umgerechnet. 

Versuchsergebnisse. 

Es seien kurz die Versuchsresultate angegeben: 

d,l-Alanin. Abb. 1 gibt die Desaminierungsgeschwindigkeiten mit 
verschiedenen d,1-Alaninkonzentrationen und = gleicher Fermentmenge 


wieder. 
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In Tabelle I ist die Aktivitits-p,-Kurve fiir d,1-Alanin berechnet 
Abb. 2 gibt die kurvenmaéBige Darstellung wieder. Daraus ergibt sich fii 
log K 1,80 (1,77). 

Tabelle I. 
Aktivitats-p,-Kurve fiir d,l-Alanin. 





Konzen- Anfangs- Konzen- Anfangs- 
tration Molare log der geschwindig- ae Molare - log der geschwindi; 
= d, I- Pannen: molaren eit der Des- “Al d, |- Konzen- molaren eit der De 
an tration Konzen- aminierung | *.°7'- tration Konzen-  aminierung 
lésung tration - ng lisung tration { 
0 ‘ in mg No 0 . in mg N 
in © 99 . in °/o9 ‘ 


0,1 0,0011 2,96 0,030 10,0 = 0,1123 0,96 0,290 
1,0 0,0112 1,96 0,132 12,0 | 0,1344 0,87 0,295 
3,0 0,0336 1,47 0,225 20,0  0,2246 0,65 0,315 
6,0 0,0672 1,17 0,255 40,0 0,449 0,35 0,313 
log k = — 1,80 (—1,77). bs 
der 
d (—)-Alanin. Abb. 3 gibt die Desaminierungsgeschwindigkeiten mit anil 
verschiedenen d (—)-Alaninkonzentrationen wieder. 
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Zeit/ Umsatzkurven fiir d (—)-Alanin mit Aktivitits-p .-Kurve von d(—)- 
angeschriebenen Anfangskonzentra- 7 
tionen; Fermentkonzentration iiberall 
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Alanin. 


In Tabelle II ist die Aktivitats-py-Kurve berechnet; Abb. 4 gibt die 
kurvenmaéBige Darstellung wieder. Daraus ergibt sich fiir log K = 1,65 
(1,68). 
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Die Aktivitaéts-p.-Kurve der Alanin-Desamidase. 


Tabelle II. 
Aktivitats-pog-Kurve fiir d (—)-Alanin. 





Konzen- Konzen- 


tration Anfangs- Anfangs- 


rd(—)- Molare log der geschwindig- P iy mm ,.| _Molare log der geschwindig- 
Manin Konzen- Kor aren | keit der Des- Manin. | Kouzen- — Nn | keit der Des- 
€ » ‘ zen- s s 4 « a] 7en- ae 
lésung | ‘ation rears - aminierung | jicung | ‘ation 4 aa D aminierung 
. ation y £ ‘ y - 
n 0 | ' in mg N in Joo roe in mg No 


0,5  0,0056 2! 0,118 10,0 0,1123 0,96 0,481 
1,0 0.0112 ( 0,168 15,0 0.1684 0,77 0,503 
3.0 0,0336 ; 0,325 30,0 0,336 0,47 0,507 
5,0 0,0560 128 0,420 


log k = — 1,65 (— 1,68). 





l(+)-Alanin. 1(+-)-Alanin wird nicht desaminiert (jedenfalls nicht 
in dieser Versuchsanordnung) bzw. so gering, daB die Werte innerhalb 
der Fehlergrenze liegen. Krebs fand ebenfalls nur eine sehr schwache Des- 
aminierung des | (+ )-Alanins (siebenmal schwacher als d, ]-Alanin). 


Zusammenfassung. 

Die Versuche ergeben, daB das natiirliche 1 (-+-)-Alanin von der 
Rattennierendesamidase nicht oder nur schwer desaminiert wird, 
hingegen das Ferment das nicht natiirliche d(— )-Alanin leicht des- 
aminiert. Das ist insofern ein eigenartiges Verhalten, da senst 


die Fermente in ihrer optischen Auslese auf die jeweils natiirlich 


vorkommende Substratform abgestimmt sind. Wir fanden fiir log K 
bei d, 1-Alanin — 1,80 (1,77), fiir log K bei d (—)-Alanin 1,65 
(1,68). Ob das unterschiedliche Verhalten des Ferments gegeniiber 
d(—)- und | (+)-Alanin auf verschiedene Affinitatsverhaltnisse oder 
auf die Verschiedenheit der Zerfallsgeschwindigkeiten der Substrat- 
Fermentverbindungen zuriickzufiihren ist, kann aus den Befunden 
nicht entschieden werden. 

























Der Gesamtchloridgehalt neugeborener Ratten. 
Von 
K. Anton Winter. 


(Aus dem Institut fiir allgemeine und experimentelle Pathologie der 
Deutschen Universitat in Prag.) 


(Eingegangen am 14. Juli 1934.) 


Die Umwalzungen, die der Saéugerorganismus in den ersten post 
fetalen Tagen erleidet, sind sehr erheblich. Der Stoffwechsel, der bishe: 
ausschlieBlich von der Plazenta und dem GefaiBsystem besorgt wurd: 
verlangt plétzlich die gesamte sekretorische, fermentative und resorptiv: 
Tatigkeit des Magen-Darmtraktes, die K6érpertemperatur, die bishet 
streng konstant gehalten wurde, ist den Schwankungen der AuBenwelt 
ausgesetzt und es muB eine Regulation einsetzen, die schlieBlich wiede1 
den Stoffwechsel trifft. Es finden Verschiebungen des Wassergehaltes 
statt, im EiweiBstoffwechsel erfolgt ein enormer Ansatz, im Knochen- 
system Salzdepositionen. 

Es war nun von Interesse, auch das Verhalten des Chlorstoffwechsels 
in dieser wichtigen Lebensepoche kennenzulernen. Zu diesem Zwecke 
untersuchten wir den Gesamtchlorgehalt jugendlicher Ratten. Im 
ersten Versuch wurden vier Tiere eines Wurfes verwendet (Tabelle 1) 
Der Gesamtchlorgehalt fiel von dem hohen Wert von 197 mg-°, 1 Tag 
post partum auf 150 mg-%, am achten Lebenstage; nach weiteren 
18 Tagen wies er keine weitere Anderung auf, wahrend nach 31 Tagen 
eine weitere Abnahme auf 138 mg-°, erfolgt war. 


Tabelle I. 


Wurf vom 7. Juli. 




























Tage Tier- Gesamt- *hior Tage Tier- Gesamt- ‘lo 
nachder gewicht chlor — nach der gewicht chlor Chior 
Geburt g mg mg-9/, Geburt zg mg _— 

1 5,24 10,30 197 18 19,65 98.42 152 
8 12,80 19,43 150 31 32,53 44,91 38 


Dieses Ergebnis lieB vermuten, daB die gréBten Veranderungen 
des Chlorstoffwechsels bei der wachsenden Ratte auf einen noch kiirzeren 
Zeitraum zusammengedrangt seien, und wir fanden nun tatséachlich 
an einem Wurf von acht Tieren (Tabelle I1) Werte, die ziemlich rege! 
maBig von 245 mg-°,, unmittelbar nach der Geburt auf 150 mg-°, am 
17. Lebenstage herabsanken. Das entspricht einer Abnahme der Chlor 
menge von iiber 60°, bezogen auf das Kérpergewicht. Dabei steigt 
naturgemaB der tatsachliche Chlorgehalt — wie die Kolonne mg Gesamt 
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hlor der Tabelle IT erkennen JaBt — dauernd an, so daB die Tiere von 

der ersten Lebensstunde bis zum 17. Lebenstage ihren Gesamtchlor- 
rehalt verdreifacht haben; das Kérpergewicht weist allerdings einen 
gleichzeitigen Anstieg auf das Fiinf- bis Sechsfache auf. 


Tabelle II. 
Wurf vom 23. Oktober. 








Tier- Gesamt- . Tier- Gesamt- . 
Zeit nach der eretiie ale Chlor Zeit nach der evelahe pong Chior 
Geburt Geburt 

g mg mg-°/o g mg mg-°/» 

1 Stunde 4,94 11,0 245 7 Tage 9,86 17,9 182 
24 Stunden 4,06 9,9 245 10°. 9,94 17,0 171 
48 _ 4,63 9,7 214 4, 19,60 31,4 160 
4 Tage 7,41 14,4 195 i ae 25,07 37,7 150 


Um die Verschiebungen im Wassergehalt der einzelnen Organe studieren 
und zu den Anderungen des Chlorgehaltes in Beziehung setzen zu kénnen, 
wurden die Trockenriickstande der Organe vom Lebensbeginn bis zum 
17. Lebenstage in ungefahr den gleichen Abstanden wie bei den Unter- 
suchungen des Chlorgehaltes bestimmt. Diese fortlaufenden Bestimmungen 
sind in der Tabelle III in iibersichtlicher Weise zusammengestellt und zeigen, 
daB die Wasserverschiebungen durchaus nicht in allen Organen sich gleich- 
artig abspielen, jedoch im allgemeinen ein deutliclier Wasserverlust mit 
zunehmendem Lebensalter eintritt. Die geringsten Anderungen ergeben 
sich im Wassergehalt von Gehirn, Lunge, Leber und Milz. Die Trocken- 
substanzen von Magen, Niere, Herz und vor allem Muskulatur weisen 
erhebliche Zunahmen auf. Machtige Steigerungen des Trockensubstanz- 
gehaltes auf mehr als das Dreifache lassen die Werte der Haut er- 
kennen, bei denen sich in den letzten drei Zahlen bereits die zunehmende 
Behaarung der Haut deutlich zu erkennen gibt. Der mg-°,-Gehalt der 
Haut an Chlor, der bei den Tieren dieses Wurfes gleichzeitig mit bestimmt 
wurde, bleibt nach einem initialen Abfall trotz der weitergehenden Ver- 
schiebungen im Wassergehalt anscheinend ziemlich konstant. Die Haut 
scheint also friiher als die anderen Kérperbestandteile dem Chlorverlust 
Widerstand entgegenzusetzen. 


Tabelle III. 


Trockensubstanzen in Prozenten der Frischgewichte. 





Tage nach der Geburt: 2 4 6 9 12 17 
Tiergewicht in g: 4,71 5,52 8,00 11,03 15,12 22,0 30,85 
ee Cn ta ete 12,2 13,6 15,8 16,1 17,7 17,4 18,1 
MES Fea RG. heads 20,0 {| 21,2 17,4 17,5 20,0 18.8 20,8 
ae aN eee — 19.6 | 20,2 | 220 | 23,2 | 252 | 21,8 
Herz 13,2 15,9 14,7 13,5 17,3 18,0 18,7 
eae. « . ete ee 12.3 19,5 26,5 24,8 32,0 37,6 38,0 
Muskulatur...... 13,7 15.5 16,4 16,8 18,4 23,9 21,7 
Leber i 6 26,1 25,0 25,8 26,3 26,0 26,8 
Ll Saree ees 16,6 15,5 16,3 17,6 18,2 18,0 17,6 
ON ete a es Bie 11,3 12.0 11,5 12,0 13,2 16,4 
Chloridgehalt der Haut 
in mg-"/y ae & 253 252 204 189 160 187 176 
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Mit Riicksicht auf diese iiberraschend groBen Schwankungen des 
Chlorgehaltes im Organismus junger Ratten in den ersten Tagen ihres 
Lebens lag es nahe, die Untersuchungen auch auf die Zeit vor de: 
Geburt, also auf Tiere in utero, auszudehnen. Wir haben in zwei Fallen 
die Féten untersucht (Tabelle IV), die erste Schwangerschaft war schon 
sehr vorgeschritten, die zweite hatte wohl noch 6 bis 8 Tage gedauert 
In beiden Fallen waren neun Féten vorhanden. Im ersten Falle wurden 
zwei Tiere, im zweiten drei Tiere auf Chlor untersucht. Es ergab sich, 
daB die fétalen Werte denen gleichkommen, die kurz nach der Geburt 
der Tiere gefunden werden. Interessant ist der Vergleich mit den 
Gesamtchloridwerten der Muttertiere, die im ersten Falle 138 mg-°,, 
im zweiten Falle 124 mg-° betragen. Scheinen die Werte der Mutter- 
tiere an sich schon im Vergleich zu friiher erhobenen Normalwerten eher 
hoch zu liegen, so ist der enorme Unterschied zwischen Muttertie1 
und Fétus zugunsten der letzteren ganz auffallig. Er betragt im ersten 
Falle 34°, und im zweiten Falle 54°. Das miitterliche Blut weist 
gegeniiber dem Normalblut keine Erhéhung des Chloridgehaltes auf 


Tabelle IV. Zusammenfassung. 


Chloridgehalt von Embryonen. 





1. Der Gesamtchlorgehalt be- 


Chlordes zogen auf das Kérpergewicht ist 
Tiergewicht Gesamt- 


Tier tieres bei neugeborenen Ratten sehr 
g mg-fo hoch und nimmt im_ ersten 

1. Muttertier . 145 138 Lebensmonat sehr stark ab. 
eT <2 184 2. Diese Abnahme — des 
Fie... 2,70 185 prozentualen Anteiles des Chlor- 
2. Muttertier . aati 124 gehaltes am Gesamtgewicht zeigt 
| ae 2,28 200 sich am klarsten in der ersten 
Fotus Tt . . . 2,02 191 und zweiten Lebenswoche, wo sie 
ae < seach on i bis zu 60°, betragt. Die Ge- 


wichtsmenge Chlor steigt in dei 
ersten 17 Lebenstagen auf das Dreifache, wahrend das Ko6rper- 
gewicht in der gleichen Zeit den fiinf- bis sechsfachen Wert erreicht 
3. Die Trockensubstanzen der Organe nehmen im allgemeinen zu, 
doch beteiligen sich die einzelnen Organe in verschiedenem Ausmals 
an dieser Wasserverarmung. Am schwachsten ist die Milz, am starksten 
die Haut beteiligt. Ein Sturz des Chlorgehaltes scheint in der Haut 
nur in der ersten Lebenswoche zu bestehen, von da ab bleibt der relative 
Chlorgehalt trotz weiterer, erheblicher Wasserverluste konstant. 
4. Der Gesamtchlorgehalt von Féten in utero hat denselben Wert 
wie der neugeborener Ratten. 








He 
de 


be 
St 
Orv 


Pr 
ie 
dr 
ze 


da 
sel 
dr 
SO) 
St 
dr 
du 
ie 
na 
be 


at 


be 


eb 


di 
1g 


be- 
ist 
hr 


en 








Analyse der Wirkung 
der Hypophysenvorderlappenhormone auf den 0,-Verbrauch ’. 
Von 
F. Péter. 
(Aus dem Physiologischen Institut der Universitit Basel.) 
(Eingegangen am 6. Juli 1934.) 


Mit 10 Abbildungen im Text. 


Die Wirkung der Hypophysenvorderlappen (HVL)-Extrakte bzw. 
Hormone auf den allgemeinen Stoffwechsel ist vielfach Gegenstand 
der Forschung gewesen. 

Wiederholt wurden steigernde Wirkungen auf den O,-Verbrauch 
beobachtet. In friiheren Untersuchungen dieses Laboratoriums iiber die 
Stoffwechselwirkung durch Sexualhormone? wurde nachgewiesen, da 
Ovarialhormon eine Steigerung des Grundstoffwechsels gibt, die aber 
wegfallt, wenn der Uterus exstirpiert ist. Dann wurde gezeigt®, dafS HVL- 
Praiparate, wenn sie eine Vermehrung des Oestruszyklus geben, auch den 
Grundstoffwechsel steigern. Eine Wirkung, die nicht tiber die Sexual- 
driisen ging, wurde nicht beobachtet. Dagegen wurde gesehen, daB gleich- 
zeitig mit der Hemmung des Oestrus, wie sie nach langeren Gaben dieser 
Praparate eintritt, der Gaswechsel sinkt. Allerdings wurde angenommen, 
daB diese Verminderung nicht eine Folge der Hemmung des Oestruszyklus 
sei, denn sie wurde auch bei kastrierten Weibchen beobachtet. In der 
dritten diesbeziiglichen Arbeit 4 wurde nicht an Ratten, wie in den vorigen, 
sondern an mannlichen Meerschweinchen gezeigt, da®B hier bedeutende 
Stoffwechselsteigerungen vorhanden sind, die fortfallen, wenn die Schild- 
driise exstirpiert wird. Bei diesem Tier wird also die Stoffwechselwirkung 
dureh eine Wirkung auf die Schilddriise erklart. Ferner wurde auch bei 
diesen Tieren eine senkende Wirkung auf den Stoffwechsel gesehen, die 
nach taglich wiederholten Injektionen spater auftritt. Schon damals wurde 
hbeobachtet, daB Prolan (aus dem Harn der Schwangeren hergestelltes 
HVL-Hormon) den O,-Verbrauch der minnlichen Meerschweinchen und 
Ratten nicht steigert. 

Rattenversuche ergaben unklare Resultate. So fanden Lee und Gagnon ® 
bei diesen Versuchstieren in 40°, der Fille Steigerung, in 60°, Senkung. 

1 Ausgefiihrt unter Leitung von Prof. F. Verzdr, Arbeiten tiber den 
Einflu8 von Inkreten auf den Gaswechsel, Arbeit XII, friihere Arbeiten 
siehe diese Zeitschr. 205, 433, 441, 1929; 234, 186, 1931; 287, 199, 1931: 
240, 19, 28, 37, 1931; 269, 133, 150, 1934; Pfliigers Arch. 222, 690; 225, 620. 

2 F.Verzdr u. A. Arvay, diese Zeitschr. 240, 28, 1931; A. Arvay, 
ebenda 237, 199, 1931; F. Verzar u. V. Wahl, ebenda 240, 37, 1931; 


A. Szarka, Pfliigers Arch. 222, 690, 1929; 225, 620, 1930. — 3? A. Arvay, 
diese Zeitschr. 237, 199, 1931. 4 F. Verzar u. V. Wahl, ebenda 240, 37, 
1931. 5 M.O. Lee u. J.Gagnon, Endocrinology 14, 89, 1930; 14, 233, 


1930; Proc. Soe. exper. Biol. and Med. 28, 15, 1930. 
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Arvay sah, wie oben erwahnt, bei normalen Weibchen Steigerung, |}, 
kastrierten Weibchen sowie bei normalen Mannchen keine, nach taglich: 
Injektionen bei beiden nachtraglich eine Senkung. Artundo! gab an, | 
Ratten keine nennenswerte Anderungen gefunden zu haben. 

Seit 1931, als diese Arbeiten ausgefiihrt wurden, sind nun die Unt 
suchungen tiber die HVL-Hormone dadurch in neue Bahnen gelenkt, da 
es gegliickt ist, in den HVL-Extrakten mehrere Faktoren nachzuweisen, 
von denen einer uber die Schilddriise, ein zweiter auf die Sexualdriisen 
wirkt (H. M. Evans?, Ph. E. Smith, und G. Cheney?, M. Aron 4, M. Silbe: 
berg®, Eitel und Loeser®, Jansen’, L. Loeb’) und auBerdem noch solche, welc! 
das Wachstum (Evans®), Parathyreoidea (K. J. Anselmino,, Fr. Hoffman) 
und L. Herold), Nebenniere (P. Smiths", Lucke!*) beeinflussen. Mit 
verschiedenen Methoden wurde festgestellt, da HVL-Extrakte, aube: 
ihrer bekannten Wirkung auf das Ovarium, auch eine Wirkung auf die 
Schilddriise haben. Zuerst wurde das von Evans, Smith und Cheney an 
Amphibienlarven nachgewiesen. Bei Warmbliitern haben Aron und Mit 
arbeiter, ferner Silberberg, Hitel und Loeser, Jansen, Loeb im histologischen 
Bilde der Schilddriise solehe Anderungen nach Injektion von HVL-Extrakten 
gefunden, die auf eine Funktionssteigerung derselben, Entleerung des 
Kolloids usw. hinweisen. Dann haben auch Grab’, Oehme, Paal und Kleine '4 
mit der Reid-Huntschen Reaktion eine Steigerung der Schilddriisen 
funktion nach Injektion von HVL-Extrakten nachgewiesen. Aus den 
Untersuchungen der erwihnten Autoren hatte sich bereits ergeben, dai} 
die Schilddriisenwirkung und die Gonadenwirkung der HVL-Praparat: 
voneinander unabhangig sind und daB die beiden Faktoren auch voneinande: 
mehr oder weniger trennbar sind. 

In Ubereinstimmung mit diesen Befunden iiber die Schilddriisen 
wirkung der HVL-Extrakte standen die Beobachtungen, die nach Schild 
driisenexstirpation iiber Ausbleiben der stoffwechselsteigernden Wirkung 
berichten. Siebert und Smith'®, sowie Verzdr und Wahl hatten am Meer 
schweinchen eine starke stoffwechselsteigernde Wirkung von bestimmten 
Priparaten gesehen und zeigten, daB diese nach Schilddriisenexstirpation 
ausblieb. Diefenbach ® fand keine Wirkung vom gonadotropen Faktor auf 
den Sauerstoffverbrauch, wiaihrend der thyreotrope Faktor bei Ratten 


» | 4, Artundo u. P. Mazzacco, C. r. Soc. Biol. Paris 105, 713, 1930. 
2 H. M. Evans, Harvey lect. 19, 212, 1923/24. — ? Ph. BE. Smith u. 


G. Cheney, Endocrinology 5, 448, 1921. — 4 M. Aron, C. r. Soc. Biol. 
Paris 102, 682, 1929; 108, 145, 148, 1929; 105, 581, 974, 1930. —°>M. Silber 
berg, Proc. Soc. exper. Biol. and Med. 27, 166, 1929. — °® H. LEitel u. 
A. Loeser, Klin. Wochenschr. 11, 1669, 1932; Arch. f. exper. Pathol. 167, 
S81, 19032. 7S. Janssen u. A. Loeser, Klin. Wochenschr. 11, 2046, 1932. 

8 L. Loeb, ebenda 11, 2121, 1932. — ® Evans u. Long, Anat. Rec. 23, 


19, 1921; Evans u. Simpson, Proc. Soc. exper. Biol. and Med. 27, 101, 1929 

0 K. J. Anselmino, Fr. Hoffmann u. L. Herold, Klin. Wochenschr. 1933, 
8S. 773. — " P. Smiths, J. amer. med. Assoc. 88, 158, 1927. — !? Lucke, 
Heydemann u. Kechler, Zeitschr. f. exper. Med. S88, 65, 1933; Luckhe, 
Heydemann u. Hahndel, ebenda 91, 484, 1933. 18: W. Grab, Arch. f. exper. 
Pathol. 167, 313, 1932. — 14 C. Oehme, H. Paal u. H. O. Kleine, Klin 
Wochenschr. 1932, S. 1449. — 1° W. J. Siebert u. R. S. Smith, Amer. J. 
of Physiol. 95, 396, 1980. — ' O. L. Diefenbach, Endocrinology 12, 250, 
1933. 
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rascher wirkt als bei Meerschweinchen. Nach Thyreoideaexstirpation 
verschwand die Wirkung des thyreotropen Faktors. Eine nachtragliche 
Senkung hat er nicht beobachtet. Die spezifischen Unterschiede zwischen 
Tierart und Geschlecht kénnen scheinbare Abweichungen seiner Versuche 
erklaren. Die nachtragliche Senkung hat er nicht beobachtet, nachdem 
die Versuche nicht lange genug fortgesetzt wurden. 

Dem gonadotropen Faktor des HVL-Hormons bzw. dem aus dem Urin 
hergestellten Prolan wurde schon friiher eine stoffwechselsenkende Wirkung 
zugeschrieben. Diese Beobachtungen sind zuerst an Menschen gemacht 
worden, und zwar sah Kohler! in acht von zehn Fallen eine Senkung des 
Grundumsatzes um 4 bis 17%, nach Behandlung mit Prolan. Herzfeld? 
erhielt die gleichen Resultate mit Prolan und auch Gaessler® sah in acht 
von zehn Fallen nach ,,Horpan*’ und in zwei von drei Fallen nach Prolan 
Senkung des Grundumsatzes. .W.Krogh* sah bei Meerschweinchen nach 
HVL-Extrakten, welche beide Faktoren enthielten, eine Steigerung des 
Grundumsatzes mit entsprechenden histologischen Veranderungen in der 
Schilddriise. Nach Injektionen des gonadotropen Faktors aus dem HVL 
sah sie eine geringe Senkung ohne Eintreten von  histologischen Ver- 
anderungen in der Schilddriise. Auch Szarka® hat sowohl die stoffwechsel- 
steigernde als auch die -senkende Wirkung der HVL-Extrakte beobachtet 
und nimmt an, da8 im HVL auch ein antithyreotroper Faktor vorhanden 
ist. Zondek® ist der Ansicht, daB die senkende Wirkung an den gonado- 
tropen Faktor (Prolan) gebunden ist und will auch die Senkung des Grund- 
umsatzes nach der Kastration darauf zuriickfiithren, da der Prolan- 
gehalt des Blutes nach der Kastration ansteigt. 

Es ist sicher, daB in allen alteren Untersuchungen die Wirkung 
eines oder beider dieser Faktoren hineingespielt hat, je nachdem die 
entsprechenden Praparate diesen oder jenen Faktor oder beide ent- 
hielten. Die Analyse der Stoffwechselwirkung muBte deshalb auf Grund 
dieser Kenntnisse wieder aufgenommen werden. Nachdem gegenwartig 
Praiparate zur Verfiigung stehen, welche die erwahnten Faktoren gemein- 
sam oder mehr oder weniger isoliert enthalten, konnte dieses Problem 
jetzt von dieser Seite angegriffen werden. Unsere Aufgabe lag demnach 
darin, mittels zweier uns von der Firma F’. Hoffmann-La Roche in freund- 
licher Weise zur Verfiigung gestellten Praparate aus dem HVL, deren 
eines (Praiparat TG.) den gonadotropen und thyreotropen Faktor 
vollwertig enthielt, deren zweites (Praparat G.) nur den gonadotropen 
Faktor vollwertig, dagegen den thyreotropen Faktor etwa 10- bis 
l5fach abgeschwacht enthielt, erneut die Wirkung auf den Gaswechsel 
zu priifen. Beide Praparate enthalten nach Angabe der Fabrik pro ccm 


1 G. Kohler, Klin. Wochenschr. 1930, S. 110. 2 Herzfeld, Deutsch. 
med. Wochenschr. 1930, Nr. 37 (zit. nach Zondek, S. 277). — * BE. O. 
Gaessler, Monatsschr. f. Geburtshilfe u. Gynak. 92, 397, 1932. * M. Krogh, 
1. L. Lindberg u. H. Okkels, Acta Pathol. et Mikrobiol. Scandinavica 
9, 1, 1932. — 5 A. Szarka, Mem. of the Univ. of California XI, Berkeley, 
1933. — ® B.Zondek, Die Hormone des Ovariums und des Hypophysen- 


vorderlappens. Berlin 1931, 
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400 Meerschweincheneinheiten gonadotropes Hormon, und das thyreo 
trope Praparat etwa ebensoviel thyreotropes Hormon!. Von dem 
ersteren Praparat hat Oehme angegeben, da es eine sehr gute thyreotrop 
Wirksamkeit hat. 

Methodik. 

Die Versuche sind an normalen, sowie an kastrierten weiblichen und 
mannlichen Ratten, sowie an mannlichen Meerschweinchen ausgefiihrt 
worden. Bei den weiblichen Tieren wurde jeden Tag der Oestruszyklus 
kontrolliert. Die Gaswechselversuche wurden an allen Tieren mehrer 
Monate ausgedehnt; insgesamt referieren wir in dieser Arbeit iiber 1000 
Respirationsversuche von 2 bis 6 Stunden Dauer. 

Die Respirationsversuche sind mit der in diesem Institut iiblichen 
Methodik (geschlossenes System nach Atwater und Benedikt) durchgefiihrt 
worden?. Gleichzeitig kénnen vier Respirationsversuche gemacht werden. 
Vor dem Versuch hungerten die Ratten 20, die Meerschweinchen 30 Stunden. 
Alle Versuche sind bei 28° C ausgefiihrt. Auch wahrend der Hungerperiode 
befanden sich die Tiere bei dieser Temperatur. Alle Injektionen wurden 
intraperitoneal gegeben. Der Respirationsversuch begann friihestens 
| Stunde nach erfolgter Injektion, so daB er durch Unruhe des Tieres nicht 
gestért wurde, wie es tibrigens auch aus der immer durchgefiihrten Unruhe- 
registrierung hervorgeht. Grundumsatzbestimmungen wurden solange 
an verschiedenen Tagen gemacht, bis die Werte konstant wurden, bei 
Mannchen bis auf 2 bis 3%, wahrend bei Weibchen, dem Oestruszyklus 
entsprechend, gréBere Schwankungen immer vorkamen (Szarka*). 


Versuche. 

Die erste Reihe der Untersuchungen bezieht sich auf die ,,akute 
Stoffwechselwirkung* dieser Hormonpraparate, d.h. auf Versuche, in 
welchen die Wirkung einer Injektion bis zu ihrem vollstaéndigen Ablauf 
verfolgt wurde (I. Teil). 

Derartige Untersuchungen sind dann nicht nur an unbehandelten. 
sondern in einer zweiten Gruppe auch an solchen Tieren ausgefiihrt 
worden, welche wahrend langerer Zeit (bis zu 2 Monaten) taglich 
Injektionen erhielten (II. Teil) 

In einer dritten Gruppe von Versuchen ist dann die ,,chronische 
Wirkung* untersucht, d.h. die Wirkung auf den Grundstoffwechsel. 
die bei mehrwéchiger Behandlung auch nach Ablauf der ,,akuten 
Wirkung® zu beobachten ist (III. Teil). 


In der vierten Gruppe schlieBlich wurde die ,,chronische Wir- 
kung’ an kastrierten mannlichen und weiblichen Ratten untersucht 
(IV. Teil). 


1 Vergleiche hierzu M. Aron, C. r. Soe. Biol. 2, 717, 1932. — ? Siehe 


bei Arvay, l.c. — * A. Szarka, Pfliigers Arch. 222, 690, 1929. 
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Teil IL. 
Akute Reaktion. 
A. Versuche an Meerschweinchen. 

Erste Versuchsreihe (Praparat TG.). Bei zwélf normalen mannlichen 
Meerschweinchen (Nr. 305 bis 316), die 400 bis 600 g schwer waren, wurde 
der Grundstoffwechsel zuerst in 10 bis 14 Einzelversuchen bestimmt und 
der so erhaltene Mittelwert wird als normaler Grundumsatz der Tiere 
betrachtet. Aus einer gréBeren Anzahl von Tieren, die auf diese Weise 
untersucht wurden, haben wir nur solche benutzt, bei denen die Schwankung 


des Grundumsatzwertes geringer als 5°, des Mittelwertes war. Bei 
den meisten Tieren betrug sie allerdings nur +- 2 bis 3%. Dann erhielten 


alle zw6lf Tiere gleichzeitig je 1 cem Praparat TG. (thyreotroper und gonado- 
troper Faktor). 1 Stunde nach der Injektion wurde mit zwei Tieren ein 
vierstiindiger Respirationsversuch unternommen und dann 8 Stunden spater 
(also 12 Stunden nach dem Beginn des ersten Versuchs) wiederholt. Mit 
je zwei anderen Tieren wurde das an den nachsten Tagen gemacht. Nach 
6 Tagen kamen die ersten zwei wieder an die Reihe. 

Abb. 1 zeigt die erhaltenen Werte, so wie sie sich aus einer Zu- 
sammenstellung dieser Versuchsresultate ergeben; die Anderungen sind 
in Prozenten des Grundstoffwechsels bestimmt, die ausgezogene Null- 
linie entspricht also den Mittelwerten. Man sieht, da der Grund- 
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Abb. 1. 
Verlauf der Wirkung einer Injektion von 1 cem Priparat TG bei Meerschweinchen 


umsatz nach der Injektion bereits in der ersten Periode, d.h. 1 bis 
5 Stunden darnach, stark gestiegen ist. Allerdings zeigen die ver- 
schiedenen Tiere verschieden starke Steigerungen, z. B. in der ersten 
Periode 10 bzw. 24%. Die Steigerung des Stoffwechsels dauert etwa 
100 Stunden lang nach der Injektion. Die héchsten Werte sind in der 
73. bis 77. Stunde nach der Injektion gefunden worden und betrugen 
im Mittel 26,8°%. Dann sinkt der Grundumsatz allmahlich und stellt 
sich nach einem geringen negativen Ausschlag am 7. bis 9. Tage wieder 
auf den Ausgangswert ein. Dieser nachtragliche negative Ausschlag 
betrug maximal — 13.2%. Nebenbei sei bemerkt, daB auch hier, so 
wie das schon Verzdr und Wahl bemerkt haben, die gréBeren Tiere 
starker reagierten als die kleineren. Demnach hat ein HVL.-Praparat, 
das den thyreotropen und gonadotropen Faktor enthalt, bei mannlichen 
Meerschweinchen in der angewandten Dosis eine etwa 4 bis 5 Tage 
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dauernde, um + 20% liegende Steigerung des Grundumsatzes 
zur Folge. 

Zweite Versuchsrethe (Praparat G.). Dieselben Versuche wurden nun 
auch mit dem Praparat G. (das nur den gonadotropen Faktor voll 
wertig enthalt) ausgefiihrt. 

Mit zwei Tieren (Nr. 303, 304) wurde nach 20 und 36 Stunden, mit 
zwei anderen (Nr. 301, 302) 48 Stunden nach der Injektion von ebenfalls 
1 ccm, ein vierstiindiger Gaswechselversuch durchgefiihrt. Auch diese; 
Praparat gibt eine Steigerung des Grundumsatzes, die nur wenig geringe: 
ist als mit dem vorigen Praparat, maximal 17,8°,. Sie unterscheidet 
sich aber wesentlich von der Wirkung des vorigen Praparats dadurch 
daB sie bereits nach 48 Stunden vollstandig 
abgelaufen ist (Abb. 2). 





+ 
8 


+ 
=~ 


B. Versuche an mannlichen Ratten. 








Es ist bereits aus den histologischen Unter- 
0 Ww WO t aig. ng 
St nach der Inj suchungen bekannt, daB beziiglich der Wir- 
Abb. 2 kung auf die Schilddriise Ratten und Meer- 
Verlauf der Wirkung einer SChweinchen sich verschieden verhalten. Es 
Injektion von 1 cem Pripa- sono. ee eee Sey Rae , a, 
kth het Gates. wiederholt fe stg stellt, daB, wahrend 
Meerschweinchen eine in der Ruhe normaler- 
weise mit Kolloid gefiillte Schilddriise haben, die nach HVL.-Hormon 
rasch entleert wird, Ratten viel geringere histologische Anderungen 
zeigen. Vielleicht hangt das damit zusammen, dab bei dem lebhaften 
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Temperament der Ratten im Vergleich zu den Meerschweinchen, bei 


ersteren immer eine dauernde Schilddriiseninkretentleerung  vor- 
handen ist (Aron, 1. c.). Deshalb war a priori zu erwarten, daB auch 
im Stoffwechselversuch Meerschweinchen und Ratten sich quantitatiy 
verschieden verhalten werden. 

Dritte Versuchsreihe (Praparat TG.). Die nachsten Versuche sind an 
mannliichen Ratten mit einem Kérpergewicht von 250 bis 320g durch 
gefiihrt worden. Die Abb. 3 zeigt die Resultate mit Praparat TG. (voll 
wertig thyreotroper und gonadotroper Faktor). Es wurden vier Ratten 
(Nr. 221 bis 224) benutzt. Nachdem ihr Grundumsatz in zahlreichen voran- 
gehenden Bestimmungen konstant war, erhielten sie 1 cem Praparat intra- 
peritoneal. Dann wurde 1 Stunde gewartet und nun ihr Gaswechsel in 
zweistiindigen Perioden fortlaufend 30 Stunden lang untersucht. Das 
Resultat ist, daB nach 1 eem Praparat TG. auch hier eine Erhéhung, maximal 
um 21,8, stattgefunden hat. Die Steigerung des Stoffwechsels begann 
spiiter als bei den Meerschweinchen, erst in der 10. bis 12. Stunde, und lief 
viel rascher ab als bei jenen. 27 Stunden nach der Injektion war die Wirkung 
in allen Fallen schon verschwunden. Das ist besonders auch deshalb aut- 
fallend, weil bei dem geringeren Kérpergewicht der Ratten die injizierte 
Menge von | cem Praglandol verhaltnismaBig zwei- bis dreimal gr6éBer war 
als bei den Meerschweinchen. 
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Auch Szarka! fand bei Ratten gegeniiber Meerschweinchen eine Ver- 
zogerung der Wirkung von HVL.-Extrakten. 

Vierte Versuchsreihe (Praparat G.). Entsprechend der vorigen Versuchs- 
reihe wurde auch mit Praparat G. (gonadotroper Faktor vollwertig) eine 
Versuchsreihe an zwei Ratten (Nr. 225 und 226) ausgefiihrt. Auch hier 
zeigte sich eine Steigerung des Stoffwechsels. Diese war aber kiirzer als 
in der vorigen Versuchsreihe. Sie begann erst zwischen der 14. und 
16. Stunde und nahm schon zwischen der 22. und 24. Stunde ab. Die 
Erhéhung des Stoffwechsels war jedoch kaum geringer als in der vorigen 
Versuchsreihe, im  Mittel 
11,5°%, sie dauerte jedoch 
nur 9 Stunden (Abb. 4). 
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Auch an Ratten zeigt [| 
| 
sich also eine Verschieden- ray 
heit der Wirkung des thy- 
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reotropen und gonado- Stn. d Inj. stad Inj 
tropen Praparats insofern, Abb. 3. Abb. 4. 
als letzteres eine etwas Verlauf der Wirkung Verlauf der Wirkung 

- * einer Injektion yon 1 cem einer Injektion von 1 cem 
kiirzer dauernde Wirkung Priiparat TG bei Ratten. Priparat G bei Ratten. 
hat. Jedoch ist klar, dab 
sich bei Ratten viel geringere Differenzen zwischen diesen beiden Pra- 
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paraten zeigen als bei Meerschweinchen. Bei beiden Tierarten ist die 
Wirkung jenes Praparats, welches den thyreotropen Faktor vollwertig 
enthalt, viel deutlicher als jenes, welches nur den gonadotropen Faktor 
enthalt. Sie dauert bei Meerschweinchen 5 Tage, gegentiber 2 Tagen, 


bei den Ratten dagegen 16 Stunden gegeniiber etwa 9 Stunden. Zum 


Vergleich der beiden Priparate betreffs akuter Wirkung scheinen also 
Meerschweinchen geeigneter zu sein. 

Auf Grund dieser Versuche muB man jedoch wieder die Frage 
stellen, worauf diese stoffwechselsteigernde Wirkung zu beziehen ist. 
Bei Praparat TG. liegt es am nachsten; die Erklaérung ist in der Aus- 
schiittung von Thyreoidehormon zu sehen, welches dann die Stoff- 
wechselsteigerung bedingt. Das stiinde in vollem Einklang mit dem 
friiheren Befund von Verzdr und Wahl, nach welchem diese steigernde 
Wirkung nach Schilddriisenexstirpation fehlt. Dagegen ist es nicht 
ohne weiteres klar, wie man die stoffwechselsteigernde Wirkung des 
Praparates G. erkliren soll. Wir wollen vorerst annehmen, daB auch 
diese Steigerung durch die geringen Reste von thyreotropem Faktor 
bedingt wird, welche in diesem Praparat noch vorhanden sind. (Nach 
Angaben des Herstellers etwa 7 bis 10°.) Wir méchten ausdriicklich 
bemerken, dafS noch in weiteren Versuchen untersucht werden soll, 
ob diese Steigerung nicht auf eine besondere Wirkung des gonadotropen 
Hormons zu beziehen ist. 


A. Szarka, Mem. of the Univ. of California XI, Berkeley, 1933. 
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Teil HI. 

Akute Wirkung nach vorangehender langdauernder Behandlung. 

Im nachsten Teil werden wir dariiber berichten, daB im Lauf 
einer langdauernden Behandlung mit HVL.-Praparaten der Grund 
stoffwechsel der Tiere sinkt. Wir haben nun die akute Wirkung im Laufe 
dieser langdauernden taglichen Behandlung untersucht und haben 
dabei gefunden, daB die akute stoffwechselsteigernde Wirkung einer 
Injektion im Laufe der Behandlung sich andert, namlich kiirzer wird 
Die entsprechenden Versuche sind die folgenden: 

Fiinfte Versuchsreihe. Bei vier weiblichen Ratten (Nr. 229 bis 232 
wurde zuerst der Grundstoffwechsel bestimmt. Dann wurden die Tier 

8 Wochen lang taglich mit 














42 | vy 0,8 cem HVL.-Praparat 
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Ende dieser Behandlung 
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St nach der Inj St nach der Inj. wesentlich gefallen. In 
Abb. 5. Abb. 6. Abb. 5 bis 8 haben wir 
Tier Nr. 224. Wirkung Tier Nr. 230. Wirkung vergleichsweise bei je 
einer Injektion von leem einer Injektion von lceem einem unbehandelten und 

Priparat TG bei unbe- Priparat TG bei einem “ter lel Tierdieak 
ane a Sey ; sIte sakute 
handeltem Tier. Tier nach achtwichiger vena elten Jeaguy leakute 
Behandlung. steigernde Wirkung der 
Préparate in absoluten 
Werten dargestellt. Abb. 5 zeigt die akute Steigerung bei einem noch 


unbehandelten Tier (Nr. 224) und vergleichsweise nach achtwéchiger Be- 
handlung bei Tier Nr. 230 (Abb. 6). 

Daraus geht hervor, daB bei Praparat TG. (thyreotrop und gonado- 
trop) die Steigerung nun wesentlich kiirzer ist. Sie beginnt schon in 
der ersten zweistiindigen Periode nach der Injektion, erreicht ihr 
Maximum in der 6. und 7. Stunde und ist in der 12. und 13. Stunde 
bereits abgelaufen. Vergleicht man diese Wirkung mit der Wirkung 
bei unbehandelten Tieren, so ist klar, daB die Steigerung kiirzer ist, 
d. h. frither anfaingt, aber auch friiher endigt. Die prozentuale Steige- 
rung betrug in den Parallelversuchen bei den behandelten Tieren 28, 
bzw. 13,8°,; das sind Zahlen, wie sie etwa in der GréBenordnung 
der III. Versuchsreihe an normalen Ratten liegen. Der Gegensatz 
ist besonders in der Beziehung auffallend, daB, wihrend am _ unbe- 
handelten Tiere die Wirkung erst nach 10 Stunden begann, hier 
die Wirkung sofort beginnt und nach 12 Stunden schon wieder ver- 
schwunden ist. 
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Versuche mit dem, Praparat G. (gonadotrop vollwertig) (Abb. 7 


und 8) an zwei Tieren (Nr. 229 und 232) ergaben ebenfalls ein sofortiges 





























Ansteigen und rasches Abklingen. Als Beispiel ist der Versuch an dem 
Tier Nr. 229 angefiihrt, der 
; , Wy 
mit dem Versuch an dem 
normalen Tier Nr. 225 ver- 42 
gleichbar ist. pt 2 
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Wahl an Meerschweinchen y 7 
; Abb. 7 Abb. 8. 
und von Arvay an Ratten Tier Nr. 225. Wirkung Tier Nr. 229. Wirkung 


war hervorgegangen, dab 
bei langdauernder Behand- 
lung mit HVL.-Praparaten 
der Grundstoffwechsel sich 
senkt. 
mit beiden Praparaten sowohl an 
mannlichen, wie auch an weib- 
Ratten 
dabei das 

Sechste 
parat TG.). 


Wir haben diese Frage 


lichen untersucht und 
Folgende gefunden: 


Versuchsrethe (Pra- 


A. Mannliche Ratten. 

Vier Tiere (Nr. 241, 243, 245, 
247) erhielten taglich eine Injektion 
von 0,8 ccm des PraparatsTG. Alle 
4 bis 6 Tage wurde der Gaswechsel 
untersucht, und zwar um die akute 
stoffwechselsteigernde Wirkung 
auszuschalten, immer 20 Stunden 
nach der letzten Injektion. Die 
Tiere wurden bis zu 30 Tage lang 
behandelt und der Gaswechsel noch 
weiter 30 bis 40 Tage untersucht. 
Die Tiere verhielten sich nicht alle 
gleich. Nach den ersten Injektionen 
sieht man eine Steigerung von 7,4 
bis 17,5 %. Dann folgt eine 
Senkung. Der Grundumsatz sank 
nach 10 bis 30 Tagen um 7 bis 15 %. 
Abb. 9a zeigt diese Anderung des 
Stoffwechsels. 
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Priiparat G bei unbehan- 
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Abb. 9. 


Beeinflussung des Grundumsatzes bei 
minnlichen Ratten durch Behandlung 
mit HVL.-Praparaten. 


a) ————— Nr. 243, normal, Praparat TG. 
b)@----@ , 246, . a G. 
c) & X . 251, kastriert, , TG. 


Die ausgezogene senkrechte Linie be- 
deutet den Anfang, der nach unten ge- 
richtete Pfeil das Ende der Behandlung. 
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B. Weibliche Ratten, 


Vier weibliche Ratten (Nr. 230, 231, 238, 239) wurden auf diesel}, 
Weise behande!t. Bei diesen Tieren haben wir nach den anfangliche: 
Injektionen keine nennenswerte Steigerung des Grundstoffwechsels gesehen, 
dagegen trat auch hier ziemlich bald die Senkung des Grundstoffwechse| 
ein. Im allgemeinen scheint es so zu sein, daB Tiere, die schon an sich einen 
niedrigeren Grundstoffwechsel haben, nur geringe Senkungen geben. 
wahrend Tiere mit héheren Normalwerten auch starkere Senkung zeigei 
Abb. 10a zeigt die Anderungen bei einem Weibchen dieser Gruppe. Ein 
weitere Erscheinung, die wir immer wieder beobachtet haben, ist die, dai; 
nach dem Aufhéren mit den Injektionen der Grundstoffwechsel erst langsam 
wieder steigt. 
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Abb. 10. 
Beeinflussung des Grundumsatzes bei weiblichen Ratten durch Behandlung mit 
HVL.-Priparaten. 
a) ————— Nr. 231, normal, Priparat TG. 
b) o--—-0 , 232, . ‘ G. 
0) Sie te ee s = TG. 
Die ausgezogene senkrechte Linie bedeutet den Anfang, der nach unten gerichtete Pfeil das 
Ende der Behandlung. 


Siebente Versuchsreihe (Praparat G). Mit dem Praparat G. wurde 
an drei mannlichen (Nr. 242, 246, 248) und vier weiblichen (Nr. 229, 232, 
237, 240) Ratten diese chronische Wirkung untersucht. Dieses Praparat 
gibt dieselben Resultate. Nach einer taglichen Injektionsdauer von 20 bis 
60 Tagen erhielten wir Senkungen von 6 bis 23%, wie das Abb. 9b an 
mannlichen und Abb. 10b an weiblichen Ratten zeigt. Das Praparat G. 
unterscheidet sich beziiglich der stoffwechselsenkenden Wirkung also nicht 
von dem Praparat TG. Beide haben bei chronischer Behandlung diese 
senkende Wirkung. Dabei ist uns noch aufgefallen, daB alle Tiere nach 
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ingerer Behandlung verhaltnismaBig gleiche Grundumsatzwerte zeigen, 
wahrend diese sonst bei normalen Tieren verhaltnismabig groBe individuelle 
Unterschiede aufweisen. 

In Tabelle I sind die Werte fiir alle Tiere der Versuchsreihen 6 und 7 
vusammengestellt. Sie zeigt, am wievielten Tage der Behandlung die tiefsten 
Werte erreicht wurden und wie groB diese Senkung war. 


Tabelle I. 





Mittelwert Niedrigster , Maximale 
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Verbrauchs Verbrauchs wieviel 

£ g 2 atin Verbrauchs 
Praparat 24 Stdjikg 24Stdjikg 9° ou; UNs 0, 
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svhlecht 


TG. 22.5 41,58 35,66 25 
TG. 218,7 39,79 34,50 25 
TG. 212,$ 39,01 33,03 30 
TG. 252, 34,76 32,29 30 
TG. 77,6 42.88 32,52 37 
TG. 55. 46,53 38,40 56 
TG. 42.56 34,63 22 
TG. 169,4 47,25 33,04 30 
G. 238.6 39,73 86,15 20 
G. 193,8 42.20 36,26 20 
G. 264,2 36,54 34,60 20 : 
G. 170.5 44.43 34,00 30 23.5 
G. 145,7 43,75 35,97 18 17,8 
Cr. 197,6 43.17 33,52 30 22.4 
G. 171,2 44.65 34,76 10 22.1 
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Bei weiblichen Tieren entwickelte sich nach den ersten taglichen 
Injektionen ein dem Dioestrus entsprechender Zustand. Der Oestrus 


Tabelle II. 





Gewicht 





Dauer der 


4 Wochen Behandlung 


nach der 
Behandlung 


g g Tage 


Ge- 


rinars vor der am Ende der 
schlecht Praparat 


Behandlung Behandlung 


241 
243 
245 
247 
230 
231 
238 
239 
242 
246 
248 
229 
232 


TG. 224.9 ‘ 268,7 
TG. 219,2 242, 266.1 
TG. 224.9 264.6 
TG. 255.7 292.6 
TG. 186,1 209,5 
TG. 154.3 157.8 
TG. 181.9 197,0 
TG. 174,1 202.6 
G. 243.2 7 

G. 198.4 241,6 
G. 270,0 325.6 
G. 176.7 186.7 
G. 154.6 179.9 
237 G. 198.4 210.9 
240 G. 169,0 197.9 
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blieb dann entweder dauernd aus, oder der Oestruszyklus wurde gan; 
unregelmaBig mit langen Pausen. Bei zwei Tieren (Nr. 230 und 23] 
die das Praparat TG. erhielten, sahen wir dazwischen auch einen Daue: 
oestrus auftreten. Die Hemmung des Oestrus dauert gewoéhnlich 

lange als injiziert wird, oder sie tiberdauert die Injektionen noch einiy: 
Zeit. Merkwiirdig war ferner, daB bei mehreren Tieren das Kérpe: 
gewicht, welches vorher konstant war, mit Beginn der Injektionen 
und noch mehr manchmal nach Aussetzen der Injektionen zu steigey 
begann. Bei Mannchen war das unter sieben Tieren sechsmal der Fal! 
Bei Weibchen haben wir das weniger ausgesprochen beobachtet, imme: 
hin von acht Tieren viermal. Dabei war die Erhéhung des Kérpe: 
gewichtes zum Teil sehr erheblich, wie das die Tabelle II zeigt. 


Teil LV. 
Versuche an kastrierten Tieren. 

Die stoffwechselsenkende Wirkung von HVL-Praparaten, dir 
wahrscheinlich unserem Praparat TG. ahnlich waren, ist in diesem 
Laboratorium in der Arbeit von Arvay an normalen Rattenweibchen 
nachgewiesen worden. Hier wurde nach anfanglicher Steigerung eine 
deutliche, lange Senkung beobachtet. Wenn die Tiere kastriert waren. 
war keine Steigerung, sondern nur eine Senkung vorhanden. Ferner be- 
obachtete Arvay diese senkende Wirkung auch bei normalen Ratten- 
mannchen. Mit Wahl wurde dann die senkende Wirkung an mannlichen 
Meerschweinchen auch nach Thyreoideaexstirpation beobachtet. 
Unserem Praparat G. entspricht das Prolan, das nur den gonadotropen 
Faktor enthalt. Mit diesem hatte Arvay bei normalen Rattenweibchen 
nach anfanglichem Steigen auch die Senkung beobachtet. 

In meinen Versuchen ist die senkende Wirkung, wie oben aus- 
gefiihrt, an sieben normalen Rattenmannchen und acht normalen 
Rattenweibchen wieder nachgewiesen, und zwar achtmal mit dem 
Praparat TG. und siebenmal mit dem Praparat G., das nur den gonado- 
tropen Faktor vollwertig enthalt. Es scheint demnach sehr wahrschein 
lich zu sein, daB diese senkende Wirkung vom gonadotropen Fakto1 
stammt. Man kénnte allerdings die geringen Reste von thyreotropem 
Faktor im Praparat G. dafiir noch verantwortlich machen wollen, 
daB aber diese dabei keine Rolle spielen, haben schon die Versuche von 
Wahl gezeigt, die ja die Senkung auch nach Thyreoideaexstirpation 
erhielt. Dagegen bleibt noch zu untersuchen, ob diese stoffwechsel- 
senkende Wirkung des gonadotropen Faktors iiber die Keimdriisen 
geht oder ob sie eine allgemeine Wirkung ist. Deshalb muBte untersucht 


werden, ob diese Wirkung auch am kastrierten Tier eintritt. Arvay 
hat das bereits mit einem ,,HVL-Praparat von Hoffmann-La Roch: 
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in zwei weiblichen Kastraten und mit einem ,,Freiburger Praparat*’ 
in einem kastrierten Weibchen versucht und gefunden, daB die senkende 
Wirkung nach der Kastration bestehen bleibt, also nicht iiber die Keim- 
iriisen geht. 


Achte Versuchsreihe. Es wurde nach der Kastration von vier mann- 
lichen (Nr. 251, 252, 253, 260) und zwei weiblichen (Nr. 255, 258) Ratten 
jeden vierten bis fiinften Tag eine Grundumsatzbestimmung gemacht und 
etwa 10 Wochen nach der Kastration, als der Grundumsatz konstante 
Werte zeigte, mit der Behandlung mit Praparat TG. begonnen. Taglich 
wurde 1 cem intraperitoneal gegeben, und immer 20 Stunden nach der 
letzten Injektion, wenn die akuten Wirkungen bereits voriiber waren, der 
Grundumsatz bestimmt. 

Diese Gruppe von Kastraten verhielt sich wahrend der Behandlung 
anders, wie die normalen Tiere der Versuchsreihe 6 und 7. Als Beispiel 
dient Abb. 9 und 10. In jeder von diesen ist neben der Kurve emes normalen 
Tieres, das mit Praparat TG (a) und eines, das mit Praparat G. (b) behandelt 
wurde, noch eine Kurve eines kastrierten Tieres (c) gezeichnet, das mit 
Praparat TG. behandelt war. In Abb. 9 sind Mannchen und ein mannlicher 
Kastrat und in Abb. 10 Weibchen und ein weiblicher Kastrat verglichen. 
Wie man sieht, verhalten sich mannliche und weibliche Kastraten gleich. 
Ebenso wie diese Versuchsbeispiele verliefen die anderen vier Versuche an 
Kastraten, so daB wir von ihrer Auffiihrung absehen. 

Wahrend der Grundumsatz bei Weibchen etwas und bei normalen 
Rattenmannchen (Versuchsreihe 6) in den ersten 5 bis 10 Tagen der Be- 
handlung um 7,4 bis 17,59, anstieg, ist bei kastrierten Tieren ein viel 
starkerer Anstieg um 25,7 bis 41.3%, zu sehen. Nach l5tagiger Behandlung 
zeigten noch fiinf Tiere erhéhte Werte und drei von den sechs Tieren zeigten 
sogar noch nach 30 Tagen erhéhten Grundumsatz. SehlieBlich aber sinkt 
auch hier der Grundumsatz unter die Normalwerte. Bei drei von den 
sechs Tieren trat das in 12 bis 30 Tagen ein. Die Tabelle III zeigt, am 
wievielten Tage der Behandlung der niedrigste Grundumsatzwert beobachtet 
wurde und wie groB die Senkung war. 


Tabelle III. 





Ge- Mittelwert Niedrigster Maximale 
schlecht - itn des Oo- Wert des O5- Nach Senkung 
vor der ‘8Jiziert, Gewicht | Verbrauchs Verbrauchs wieviel des Oo- 
Kastra- £ 

tion — Priiparat g 24Std.jlkg 24 Std /lkg 


z tagiger Verbrauchs 
& Behandlung ) 


rou TG. 318,2 28,01 22.22 28 
of TG. 377,0 28,22 20,01 24 
TG. 307.2 30,12 28,22 37 
TG. 810.3 29,53 25,63 44 
TG. 188.6 34,68 29.66 39 
TG. 299.4 29.41 27,11 61 


Demnach tritt auch bei Kastraten nach langdauernder, taglicher 
Behandlung eine Senkung des Grundumsatzes ein. Es ist allerdings 
merkwiirdig, daB am Anfang der Behandlung der Grundumsatz steigt, 
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was die nachtragliche Senkung schwerer beobachten 1laBt. Ei 
solche Steigerung haben wir bei normalen Tieren nie so ausgesproch« 
gesehen. 

Diskussion. 

Unsere Versuche zeigen, daB die HVL-Extrakte eine zweifacl 
Wirkung auf den Stoffwechsel haben. Die eine Wirkung ist akut und 
fiihrt zu einer betraichtlichen Steigerung des Grundumsatzes, die zweite 
Wirkung auBert sich erst nach wiederholten Injektionen und fiihrt zu 
einer Senkung. Die steigernde Wirkung ist besonders bei dem Praparat 
ausgesprochen, das den thyreotropen Faktor vollwertig enthalt und 
sie muB wohl deshalb mindestens zum Teil darauf zuriickgefiihrt werden 
daB dieses HVL.-Praparat eine Wirkung auf die Entleerung des Kolloids 
aus der Schilddriise hat und die Stoffwechselsteigerung dadurch bewirkt 
wird. Aber auch das gonadotrope Praparat, welches nur geringe Mengen 
des thyreotropen Faktors enthalt, hat eine solche Wirkung, die abe: 
schwacher ist. Vielleicht hangt sie mit den Spuren des thyreotropen 
Faktors zusammen, die noch im Praparat vorhanden sind. Sie fiihrt 
zu einer Steigerung, die zwar prozentual ebenso stark sein kann, wie bei 
den vollwertigen thyreotropen Praparaten, aber viel kiirzer ist. 

Meerschweinchen zeigten viel linger dauernde Wirkungen als 
tatten, was damit in Ubereinstimmung steht, daB die Schilddriise 
des Meerschweinchens auch histologisch groBe Kolloidreserven enthalt, 
die entleert werden kénnen, wahrend das bei Ratten nicht der Fall ist 
Auch nach langer Behandlung mit HVL.-Praparaten, und zwar sowohl! 
dem thyreotrop vollwertigen, als dem gonadotropen Praparat, bleibt 
diese akute steigernde Wirkung vorhanden. Sie unterscheidet sich 
jetzt nur insofern von der urspriinglichen Form, daB sie rascher einsetzt 
und kiirzer bestehen bleibt. Neben dieser akuten Wirkung ist — wie 
erwahnt noch eine chronische Wirkung vorhanden. Man findet si: 
nicht nur bei weiblichen, sondern auch bei mannlichen Ratten. Sic 
tritt nach 10- bis 20tagiger Behandlung ein und dauert nach Aufhéren 
der Injektionen noch langere Zeit weiter. Bei weiblichen Tieren bleibt 
bei dieser chronischen Behandlung der Oestrus aus oder wird unregel- 
maBig. Die senkende Wirkung ist an den gonadotropen Faktor ge- 
bunden. Sie ist auch mit dem Praparat G. auslésbar. Schon Zonde/ 
sowie Verzdr und Wahl haben das gefolgert. Es muBte aber die Frage 
gestellt werden, ob der gonadotrope Faktor direkt stoffwechselsenkend 
wirkt, oder ob auch diese Wirkung tiber die Gonaden geht. Nachdem 
wir fanden, daB diese senkende Wirkung auch bei kastrierten Tieren 
vorhanden ist, kann sie nicht iiber die Gonaden gehen. 

Man sieht aus den Tabellen I und III, daB die Senkung bei den 
mit Praparat G. behandelten Tieren friher eintritt als bei den anderen 
Gruppen. Hier wird die Wirkung des senkenden Faktors nicht durc! 
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lie steigernde Wirkung des thyreotropen Faktors beeinfluBt. Die 
Wirkung des senkenden Faktors wird ferner durch den thyreotropen 
faktor bei normalen Tieren weniger unterdriickt als bei Kastraten, 
wie das speziell auch aus dem Vergleich der Kurven der Abb. 9 und 10 
hervorgeht. Vielleicht hangt das damit zusammen, daB der Grundumsatz 
der kastrierten Tiere schon an sich niedriger ist und bei diesen die 
Thyreoidea tiber gréBere Reserven an stoffwechselsteigerndem Hormon 
verfiigt. 


Auf Grund dieser Versuche komme ich also zu dem Resultat, dab 
die stoffwechselsenkende Wirkung der HVL-Praparate mit dem 


gonadotropen Faktor verbunden ist und daB diese Wirkung weder 
iiber die Schilddriise noch die Gonaden geht, sondern eine direkte 
Wirkung auf den allgemeinen Stoffwechsel der Gewebe ist. 


Zusammenfassung. 

Zwei HVL-Praparate, von denen eines vollwertig den thyreotropen 
und gonadotropen Faktor enthielt (Praparat TG.), und ein zweites, 
welches nur den gonadotropen vollwertig, den thyreotropen aber 10- bis 
l5fach abgeschwacht enthielt (Praparat G.), wurden auf ihre Stoff- 
wechselwirkungen untersucht. In Ratten- und Meerschweinchen- 
versuchen ergab sich eine akute steigernde Wirkung auf den Stoff- 
wechsel, welche auf den thyreotropen Faktor zuriickgefiihrt wird, aber 
auch bei dem Praparat G., allerdings abgeschwacht, vorhanden ist. 
Als zweites ergibt sich eine stoffwechselsenkende Wirkung, welche 
beide Praparate haben, das Praiparat G. sogar stirker, ungehemmt 
von antagonistisch steigerndem Faktor 'T. Diese ist auch bei kastrierten 
weiblichen und mannlichen Ratten vorhanden und geht demnach 
nicht tiber die Gonaden, sondern ist eine direkte Wirkung auf die 
Gewebe. 

Diese Untersuchungen sind mittels eines Stipendiums der Roche- 
Stiftung ausgefiihrt worden, der ich meinen ergebensten Dank ausspreche. 











Der Einflu6B von Papain auf die amylolytische Kraft 
verschiedener Getreidearten. 


Von 


Tadeusz Chrzaszez und Jézef Janicki. 


(Aus dem Institut fiir Landwirtschaftliche Technologie der Universitit 
in Poznan.) 


(Eingegangen am 11, Juli 1934.) 


In einer der vorhergehenden Arbeiten! konnten wir feststellen, 
daB sich die Menge der wirksamen Amylase verschiedener Getreidearten 
unter dem EinfluB von Pepton als Eleutosubstanz vergr6éBert. Hiervon 
werden die drei amylolytischen Funktionen betroffen, am starksten 
jedoch die starkeverzuckernde und -lésende Kraft, wobei diese Ver 
stirkung bei der Gerste am starksten hervortritt. Die Untersuchungen 
von Ford und Guthrie®, Baker und Hulton®, Syniewski*, Jdézsa und 
Gore®, K. Myrbdck und S. Myrbdck® und zuletzt Liiers und Lechner? 
zeigten, daB eine VergréBerung der Menge der aktiven Gerstenamylase 
in hohem MaBe auch unter dem EinfluB von aktivem Papain stattfindet 
Es ergaben sich demnach fiir uns folgende Fragen: 

1. Ist die Vergr6éBerung der Amylasemenge der Gerste unter dem 
EinfluB von Papain derjenigen, welche unter dem EinfluB von Pepton 
als Eleutosubstanz stattfindet, identisch bzw. in welchem gegenseitigen 
Verhaltnis stehen diese beiden Wirkungen zueinander ? 

2. Beschrankt sich die VergréBerung der Amylasemenge unter 
der Wirkung von Papain nur auf die Gerste, oder ist diese Verstarkung 
eine allgemeine Erscheinung, welche auch bei anderen Getreidearten 
auftritt ? Die bisherigen Untersuchungen der Papainwirkung bezogen 
sich nur auf die Gerste. Da wir aber auch bei anderen Getreidearten 
eine Verstirkung der amylolytischen Kraft bei der Zugabe von Pepton 
als Eleutosubstanz feststellen konnten, so war es mindestens interessant, 
die Wirkung von Papain auch in dieser Hinsicht zu_prifen. 

3. Bezieht sich die Vergr6éBerung der Amalysemenge unter dem 
KinfluB von Papain auf alle drei amylolytischen Funktionen, also auch auf 
die stairkeverfliissigende Kraft, wie das aus den Untersuchungen von 

1 1T'. Chrzaszcz u. J. Janicki, diese Zeitschr. 265, 260, 1933. ace ars 
Ford u. J. M. Guthrie, J. Inst. of Brewing 61, 1908. 3 7. H. Baker u 
H. E. Hulton, J. Chem. Soc. 121, 1929, 1922. 1 W. Syniewski, dies: 
Zeitschr. 158, 87, 1929. 5S. Jozsa u. H.C. Gore, Ind. Engin. Chem. 24, 
95, 1932. 6 K. Myrbdack u. S. Myrbdack, diese Zeitschr. 258, 158, 1933. 

7 H. Liters u. R. Lechner, Wochenschr. f. Brauerei 50, 33, 1933. 
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Jézsa und Gore hervorgeht, oder beschrankt sie sich nur auf die ver- 
zuckernde Kraft, wie es uns die Untersuchungen von Liiers und Lechner 
zeigten ¢ 

Experimenteller Teil. 


Es wurden folgende Getreidearten zur Untersuchung verwendet: 
Gerste, Weizen, Roggen, Hafer, Buchweizen, Mais und Hirse.  Papain 
|: 100, Pepton sice. sine sale und Amylum solubile Erg. B. 5 (Merck); 
native Kartoffelstarke Extra Superior (Fabrik Luban-Wronki). Die Wirkung 
von Papain wurde auf folgende Weise untersucht: 25g des gemahlenen 
Getreides wurden mit verschiedenen Mengen von Papain und 150 cem 
Wasser versetzt, 14 Stunden bei etwa 20° C in einem elektrischen Schiittel- 
apparat von 60 Umdrehungen in 1 Minute geschiittelt, filtriert und auf die 
amylolytische Kraft untersucht. Weiterhin wurde die Verstarkung der 
amylolytischen Kraft durch inaktives Papain gepriift. Zu diesem Zwecke 
wurde die entsprechende Menge von Papain mit 150 cem Wasser 5 Minuten 
gekoeht, auf 20° C abgekiihlt, bis zu 151,5 g aufgefiillt, zu dem untersuchten 
Getreide gegeben und weiter wie oben behandelt. AuBerdem wurden wasserige 
Ausziige hergestellt, und solehe mit Zugabe von 1,5 bzw. 3g Pepton. 

Die stdrkeverfliissigende Kraft wurde nach der Methode von Pollak- 
Chrzaszcz-Pierozek'! bestimmt und in g Starke, welche 1 g des betreffenden 
Getreides imstande ist zu verfliissigen, ausgedriickt. 

Die starkedextrinierende Kraft wurde wie in den vorhergehenden Publi- 
kationen festgestellt °. 

Die stdrkeverzuckernde Krajt wurde auf zweierlei Art bestimmt: 

a) Nach der in unseren vorhergehenden Arbeiten angewandten Methode, 
also wahrend 15 Minuten Einwirkung bei 50° C, und auBerdem noch wahrend 
1 Stunde bei 18° C. Die verzuckernde Kraft ist in cem n/20 Jod ausgedriickt, 
welche von 30 cem der verzuckernden Lésung verbraucht wurden und auf 
unverdiinnten Getreideauszug umgerechnet. 

b) Nach der von Syniewski® angewandten Methode von Lintner#, 
Bei der Bestimmung der verzuckernden Kraft von Getreideausziigen, 
welche unverdiinnt zur Untersuchung genommen wurden, hat man die 
reduzierende Kraft der betreffenden Menge des Auszuges, welche ziemlich 
groB war, beriicksichtigt. 


Die verzuckernde Krajt der Getreide. 


Es wurden zuerst die Ergebnisse der Papainwirkung bei Anwendung 


der von Syniewski gebrauchten Methode von Lintner, d. h. Einwirkung 
von 1 Stunde bei 18°C auf ungepufferte Starkelésung und weiter bei 
einer Einwirkung von 15 Minuten bei 50°C, erhalten. Die Resultate 
sind in der Tabelle I zusammengestellt. 

Aus obigen Zahlen geht hervor, da®B die Verstarkung der ver- 
zuckernden Kraft der Gerste unter der Einwirkung von Papain_ bei 
1 T. Chrzqaszcz u. J. Janicki, diese Zeitschr. 256, 252, 1932. 
> Dieselben, ebenda 268, 250, 1933. 3 W. Syniewski, 1. e. oh ee 

Lintner, J. f. prakt. Chem. 34, 378, 1886. 
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Tabelle I. 





100ecem des unverdiinnten Auszuges bei Einwirkung auf 
ungepufferte Stirkelésung gepufferte Stirkelésung 
Auszug von bei 18° C 60 Min. | bei 509°C 15 Min. bei 18°C 60Min. bei 509°C 15M 
25g Gerste seiceatatien . — ‘ 
+ 150g Wasser enthalten Diastaseeinheiten 


Erhébung Erhéhung Erhéhung Erhéhung 


) ) 0 ( 
( 0 0 0 0 0 


Ohne Papain. . 625 500 710 630 
Mit 1,5g Papain | 2000! +220 1640 + 228 |2000 + 182 1800 + 186 


Anwendung von ungepufferter Starkelésung gréBer ist als bei de: 
gepufferten Starkelésung (py 4.87) und zwar um etwa 40%. Trotz- 
dem halten wir es fiir richtig, in unseren weiteren Untersuchungen nur 
gepufferte Starkelésungen zu gebrauchen. Wir machen darauf auf- 
merksam, daB aus diesem Grunde die von uns erhaltenen Zahlen kleine: 
sind als diejenigen von Syniewski. Die Verstaérkung der verzuckernden 
Kraft ist bei der Einwirkung wahrend 15 Minuten bei 50° C fast dieselbe 
wie bei 18°C wahrend 60 Minuten. 

Weiter sollte festgestellt werden, ob die Methode der Zuckerbe- 
stimmung und die Menge des aktiven bzw. inaktiven Papains die Re- 
sultate beeinflussen. Zu diesem Zwecke wurden Gerstenausziige mit 
entsprechenden Zugaben hergestellt und die verzuckernde Kraft  be- 
stimmt. 

Tabelle IT. 
Der EinfluB verschiedener Mengen von Papain auf die ver- 
zuckernde Kraft der Gerste nach zwei Methoden gepriift. 





Die verzuckernde Kraft bestimmt nach der Methode von 


Lintner-Syniewski Willstatter-Schudel 


Auszug von 25g Gerste bei 50° C 15 Min. bei 189 C 60 Min. bei 50°C 15 Min. 
+ 150 ¢ Wasser ; 


Diastaseeinheiten verbraucht cem n/20 Jod 


Erhéhung Erhéhung Erhéhung 
0 0 


Wasseriger Auszug .. . 590 
Mit 1,0g Papain aktiv . | 1292 119 
eee ‘ . . | 1811 207 
2,0¢ = ~ = ee 212 
3,0 ¢ m is . | 1876 215 
4,0 ¢ x a . || 1876 215 
5,0 ¢ ‘< en 215 
152 Pepton BE Pe 825 40 
B0 r.. ; iy; 900 5é 
1,5 g Papain inaktiv 780 32 
3.0 ¢ 900 53 
50¢ 900 53 
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T. Chrzazszez u. J. Janicki: 


Wir sehen also, da} bei der Anwendung der jodometrischen Method 
zur Zuckerbestimmung die Verstarkung der verzuckernden Kraft de1 
Amylase kleiner ausfallt als bei der Anwendung der Methode von 
Lintner-Syniewski. Aus diesem Grunde sind bei den weiteren Unter- 
suchungen beide Methoden zur Bestimmung der verzuckernden Kraft 
angewandt worden. 

Die Zugabe verschiedener Mengen Papain und zwar bis 1,5 g hat 
ein schnelles Anwachsen der verzuckernden Kraft zur Folge, bei Zugabe 
von Mengen bis 3g geht die Verstaérkung nur noch langsam weite1 
und Mengen iiber 3 g sind schon ohne besonderen EinfluB. Aus diesem 
Grunde wurden in der vorliegenden Arbeit nur 1,5 g Papain gebraucht 

Sehr interessant ist der EinfluB des durch Hitze inaktivierten 
Papains auf die Verstarkung der verzuckernden Kraft der Gerste. 
Er ist dem des Peptons ahnlich, aber in der Wirkung etwas schwacher. 

Auf Grund obiger Vorversuche wurde der EinfluB von aktivem 
und inaktivem Papain auf die Amylasemenge verschiedener Getreide- 
arten gepriift und mit den durch Peptonzugabe erhaltenen Resultaten 
verglichen. 

Gerste, Roggen und Weizen verhalten sich also dem Papain gegen- 
iiber sehr &hnlich, denn es konnte, wie aus der Tabelle II] hervorgeht, 
eine wesentliche Verstérkung der verzuckernden Kraft festgestellt 
werden, welche bei der Gerste am besten hervortrat. Bei den anderen 
Getreidearten ist die Wirkung von Papain fast ohne EinfluB auf die 
verzuckernde Kraft. Bei der Hirse wurde dagegen ein Riickgang 
der verzuckernden Kraft beobachtet. Inaktives Papain wirkt ungefahr 
so wie Pepton, es verstarkt also die verzuckernde Kraft, hauptsachlich 
bei der Gerste, jedoch in einem schwacheren Grade. 


Die dextrinierende Kraft der Getreide. 

Der EinfluB von Papain auf die dextrinierende Kraft ist in der Tabelle I\ 
zusammengestellt. 

Die Zugabe von Papain bewirkt mit Ausnahme von Hirse eine Ver- 
stirkung der dextrinierenden Kraft aller Getreidearten. Wir sehen, 
da der giinstige EinfluB bei der Gerste am gréBten und bei den anderen 
Getreidearten sehr schwach ist und sich im allgemeinen hauptsachlich 
auf die giinstige Beeinflussung der ersten Abbaustadien, also bis zur 
Erreichung der blauvioletten Farbe der Starke mit Jod beschrankt 
Auf die weiteren Stadien ist Papain schon fast ohne EinfluB. Aktives 


Papain zeigt jedoch gegeniiber der Hirse ein ganz besonderes Ver- 
halten. Es zeigt sich namlich, daB die Zugabe von Papain die dextri- 
nierende Kraft des Hirsenauszuges stark herabsetzt. Auch hier wirkt 


das durch Hitze inaktivierte Papain ahnlich wie Pepton, aber schwacher 
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Die verfliissigende Kraft 
der Getreide. 


700 


Nach 840 


achroo 


Tabelle V zeigt den 
EinfluB von Papain auf 
die verfliissigende Kraft 


l'/, g Pepton 


rotbraun 
210 
240) 


verschiedener Getreide- 
arten. 


Die erhaltenen Zah- 
len weisen darauf hin, 
daB aktives Papain die 
verfliissigende Kraft ver- 


blauviolett 


achroo 


schiedener Getreide- 


n inaktiy 


arten, auBer der Hirse, 
gunstig beeinfluBt. Auch 


rotbraun 


hier wurde bei Gerste, 
toggen und Weizen eine 
wesentliche Verstarkung 
der verfliissigenden 
Kraft beobachtet, bei 
den anderen Getreide- 


blauvioiett 
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arten war diese jedoch 
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schwacher. Auch bei der 
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Zugabe von Papain eine 
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Die Verainderung der blauen Farbe der Stirke mit Jod in 
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statt. Inaktives Papain 


blauviolett 


verhalt sich auch hier 


nicht rotbraun. 


bei allen Getreidearten 
wie Pepton, also als eine 


Nach 840 
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Eleutosubstanz. 
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r Jhne Zugabe . 
240 


Die durchgefiihrten 
Untersuchungen zeigen 


. Stadiums nur violettrot, 
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408 T. Chrzaszez u. J. Janicki: 


Tabelle V. 





Ohne Mit 1,5g Papain 
ooh ane pRB, AE. ee ; Mit 1,5 g Pepton 
Zugabe aktiv inaktiv 


Auszug von 1g Getreide verfliissigt Starke in 


. a oe en ‘ aerial 
0 0 
Gerste Nr.I. . 1,38 1,63 18,1 1,38 0,0 1,63 18,1 
a ce ME Py 1,80 3,60 100,0 2,00 oe! 3,00 66,7 
Roggen.. .. 2,55 4,50 76,8 3,00 17,6 3,60 41,2 
Weizen Nr.I . 2,25 6,00 166,7 8,00 33.3 3,60 60,0 
: oe! | ae 2,55 9,00 253,0 3,00 17,6 3,60 41,2 
Hafer. meer 1,81 1,80 0,0 1,80 0,0 1,80 0.0 
Buchweizen . . 0,85 0,90 5,9 0,90 5,9 1,76 107,0 
eee 1,38 1,83 82,6 1,50 8,7 1,63 18.1 
Abnahme 
a ae 3,60 2.00 — 44,4 3,60 0,0 4,50 25.0 


Amylase je nach der Getreideart ganz verschieden gestaltet. Weiter 
konnte festgestellt werden, daB Papain alle drei amylolytischen Funk- 
tionen, also die verzuckernde, dextrinierende und verfliissigende Kraft, 
beeinfluBt. Wenn H. Liiers und R. Lechner im Gegensatz von S. Jézsa 
und H.C’. Gore keine Verstarkung der verfliissigenden Kraft der Gerste 
feststellen konnten, so sind hier als Ursache die von diesen Autoren 
angewandten verschiedenen Methoden anzusehen. H. Liiers und 
R. Lechner bestimmten die verflissigende Kraft nach der verhaltnis- 
maBig wenig empfindlichen Methode von Lintner-Sollied, S. Jézsa 
und H.C. Gore dagegen nach ihrer empfindlichen Methode, und aus diesem 
Grunde konnten sie die Vergr6éBerung der verfliissigenden Kraft durch 
Papainwirkung feststellen. Diese Verstaérkung kann auch, wie aus 
Tabelle V hervorgeht, bei der Anwendung der Methode von Pollak- 
Chrzaszcz- Pierozek deutlich gezeigt werden. Wie schon oben angedeutet 
wurde, beeinfluBt Papain die drei amylolytischen Funktionen verschie- 
dener Getreidearten. Es ist bemerkenswert, daB Papain den gréBten 
KinfluB auf diejenigen Getreidearten ausiibt, welche eine ziemlich 
grobe amylolytische Kraft aufweisen, also auf Gerste, Roggen und Weizen, 
dagegen einen schwachen bzw. keinen auf diejenigen, welche wenig 
Amylase haben, also auf Hafer, Buchweizen und Mais. Dieselbe Beob- 
achtung haben wir auch bei der Einwirkung von Pepton als Eleuto- 
substanz auf die Menge der Amylase verschiedener Getreidearten 
gemacht. Der EinfluB auf die VergréBerung der amylolytischen Kraft 
ist selbst bei denselben Getreidearten ganz verschieden, so wurde z. B. 
die verzuckernde Kraft von Roggen I durch Papainwirkung um 21,9°, 
erhéht, bei Roggen II sogar um 46,6°%. Diese wurde bei Weizen | 
um 49°) erhéht, bei Weizen II dagegen um 145°. Ahnliche Schwan- 


1 T. Chrzaszcz u. J. Janicki, diese Zeitschr. 256, 252, 1932. 
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kungen konnten auch bei den anderen amylolytischen Funktionen fest- 
gestellt werden, was auf die Verschiedenheit des die Amylase bin- 
denden EiweiBes hinweisen kénnte. 

Ganz eigenartig verhalt sich die Amylase der Hirse. Die Zugabe 
von aktivem Papain verursacht bei der Herstellung des Hirseauszuges 
im Vergleich mit dem wasserigen Auszug einen starken Rickgang 
der Amylase, besonders hinsichtlich der dextrinierenden ‘Kraft. Hieraus 
kénnte man schlieBen, daB Papain die Amylase der Hirse zerstért. 
Folgende Zahlen beweisen aber, da das Papain keinen EinfluB auf die 
amylolytische Kraft des schon hergestellten wasserigen Auszuges hat. 
Zu 50 cem des unverdiinnten Hirseauszuges wurde 0,5 g Papain gegeben, 
und nach 2 Stunden die dextrinierende Kraft bestimmt: 





Veriinderung der blauen Farbe der Starke 
£ : 
durch Jod in 





blauviolett rotbraun achroo 

Min. Min. Min. 

Erfolgt durch wisserigen Auszug. . 60 180 750 
Derselbe mit 1°) Papain .... . 60 180 7 


Es muB deshalb angenommen werden, daB bei der Herstellung 
des Hirseauszuges durch Zugabe von aktivem Papain eine Bildung von 
Sistosubstanz aus HirseeiweiB erfolgt. Wir haben es also in diesem 
Faille mit einer ahnlichen Erscheinung wie bei der Keimung des Buch- 
weizens zu tun, wobei sich bekanntlich groBe Mengen von Sistosubstanzen 
der Amylase bilden. Daraus geht weiter hervor, daB in manchen Ge- 
treidearten spezifisches EiweiB vorkommt, welches bei dem enzymati- 
schen Abbau, z. B. unter Einwirkung von Papain, die Form der Sisto- 
substanzen annimmt. Diese Beobachtung ware also eine weitere Cha- 
rakteristik der Sistoamylase. 

Das durch Hitze inaktivierte Papain hat einen ahnlichen EinfluB 
wie Pepton, wirkt also wie eine Eleutosubstanz. Allerdings ist die 
Wirkung des inaktivierten Papains schwacher als die des Peptons. 
Getreidearten mit kleinen Amylasemengen (Hafer, Mais, Buchweizen) 
werden von Papain sehr schwach beeinfluBt. Das inaktivierte Papain 
enthalt also Substanzen, die den inaktivierenden EinfluB der Sisto- 
substanzen ausschalten. Es soll hier noch darauf hingewiesen werden, 
daB sich der giinstige Einflu8 von Pepton auf die Amylasemenge ver- 
schiedener Getreidearten viel schwacher erwiesen hat, als in einer 
unserer vorhergehenden Arbeit festgestellt werden konnte. Diese Er- 
scheinung wird dadurch erklart, daB der inaktivierende EinfluB der 
Sistosubstanz auf Amylase umso gréBer ist, je weniger konzentriert 
die Ausziige der Getreide sind'. Wenn wir darauf hinweisen, daB 


1 Diese Zeitschr. 264, 192, 1933. 
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T. Chrzaszez u. J. Janicki: 


wir fiir unsere friiheren Untersuchungen 5°,ige Lésung benutzt haben. 
fiir diese dagegen 16,7 %ige, so ist es verstaindlich, daB der inakti- 
vierende Einflu8 der hier enthaltenen Sistosubstanz schwacher und 
dementsprechend der giinstige EinfluB von Pepton als Eleutosubstanz 
geringer ist. 

Wenn wir jetzt den EinfluB von aktivem Papain einerseits und 
den von inaktivem und Pepton andererseits vergleichen, so sehen wir, 
da ersteres eine viel gréBere Einwirkung als die beiden letzteren aufweist. 
Kine der Ursachen der bedeutenden VergréBerung der amylolytischen 
Kraft bestimmter Getreidearten unter dem EinfluB von aktivem 
Papain kénnte man in der Anwesenheit einer starken Kinase im Papain 
erblicken. Diese Erklirung ist aber, wie aus den folgenden Zahlen 
hervorgeht, nicht zutreffend. Es wurden zwei Gerstenausziige vor- 
bereitet, einer ohne irgendeine Zugabe, der andere mit 1°, aktivem 
Papain. Die verzuckernde Kraft nach Lintner-Syniewski zeigte : 

Wasseriger Auszug allen . .... . . . . 590 Diastaseeinheiten 
Ebensolcher, aber mit 1% Papain. . . . . 590 9» 

Wir sehen also, daB die verzuckernde Kraft des fertigen Auszuges 
mit Papainzugabe dieselbe wie die des wasserigen Auszuges ist, ein 
Beweis dafiir, daB Papain keine Amylokinase enthalt. Die Verstarkung 
der amylolytischen Kraft der Getreide muB also durch die enzymatische 
Tatigkeit des Papains erklart werden, und zwar bildet Papain entweder 
aus dem GetreideeiweiB neue Amylasemengen, oder legt die schon 
gebildete, aber an EiweiB gebundene Amylase frei. Welche von den 
beiden Erklarungen zutreffend ist, kénnen erst weitere Forschungen 
entscheiden. Wir wollen hier noch die eleutoartige Wirkung der in 
aktivem Papain enthaltenen bzw. gebildeten Substanzen, die gleich 
derjenigen des inaktiven Papains ist, andeuten. Bei der Einwirkung 
von aktivem Papain spielt sich nicht nur ein enzymatischer ProzeB ab, 
sondern es treten hier noch gewisse physiko-chemische Anderungen auf. 
Auf ahnliche Anderungen des physiko-chemischen Zustandes der En- 
zyme haben wir schon bei der Erklarung des Einflusses von Pepton 
als Eleutosubstanz auf die Menge der in Lésung gehenden Amylase 
hingewiesen. Die Sistosubstanzen haben die Eigenschaft, das Enzym 
in eine unlédsliche, also inaktive Form iberzufiihren, die Eleuto- 
substanzen dagegen kénnen das auf diese Weise in eine inaktive Form 
iibergefiihrte Enzym in Lésung bringen, also wieder reaktivieren. 
Wir haben es hier mit einer typisch physiko-chemischen Erscheinung 
zu tun. Wenn Oparin' die raschen Erscheinungen von Ferment- 
aktivitaten auf einfache Weise dadurch erklaren will, daB er sein Augen. 
merk auf die Anderung des physiko-chemischen Zustandes der Fermente 
der lebenden Zelle richtet, so bestatigt er nur unsere diesbeziiglichen 


1 4.Oparin, Ergebnisse d. Enzymforsch. 3, 57, 1934. 
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Ansichten. Ganz unverstandlich ist deshalb die Bemerkung von Oparin, 
daB die Tatigkeit der Enzyme nach unseren Untersuchungen durch ein 
ziemlich kompliziertes System von spezifischen Paralisatoren und Akti- 
vatoren reguliert werden. Wir sind jedoch im Gegensatz von Oparin 
der Meinung, daB es doch spezifische Sisto- bzw. Formen von Sisto- 
substanzen gibt, was nicht nur die vorhergehenden, sondern auch die 
vorliegenden Untersuchungen (Bildung von Sistosubstanz bei Einwirkung 
von Papain nur bei Hirse) und auBerdem selbst die Untersuchungen 
von Oparin bestatigen, welcher EiweiB erst speziell mit Tannin prapa- 
rieren muBte, um die Hemmungswirkung der Sistosubstanz zu repro- 
duzieren, wobei noch dahingestellt sein soll, ob hier die Inaktivierung 
nicht durch das an EiweifB adsorbierte Tannin hervorgerufen wird. 


Zusammenfassung. 

1. Aktives Papain bewirkt nicht nur eine wesentliche Verstarkung 
der amylolytischen Kraft bei der Gerste, sondern auch bei allen anderen 
Getreidearten, auBer der Hirse. Eine groBe Verstarkung der amylolytischen 
Kraft wurde bei denjenigen Getreidearten beobachtet, welche von vorn- 
herein gréBere Amylasemenge aufweisen, also bei Gerste, Roggen 
und Weizen, bei den Getreidearten dagegen, welche wenig Amylase 
besitzen, also Hafer, Buchweizen und Mais, ist der giinstige EinfluB 
unbedeutend. 

2. Das durch Hitze inaktivierte Papain vermehrt auch die amylolyti- 
sche Kraft von Getreide, jedoch in einem viel schwacheren Mabe als 
aktives Papain. 

3. Aktives und inaktives Papain beeinflussen in verschiedenem 
MaBe alle drei amylolytischen Funktionen der einzelnen Getreidearten, 
also auch die starkeverfliissigende; am kraftigsten jedoch die ver- 
zuckernde, schwacher die verfliissigende und ganz schwach die dex- 
trinierende Funktion. 

4. Die Hirse verhalt sich dem Papain gegeniiber ganz anders als 
die iibrigen Getreidearten. Durch die Einwirkung von Papain wird die 
amylolytische Kraft des Hirseauszuges stark herabgesetzt. Diese Er- 
scheinung wird durch die Bildung von Sistosubstanzen wahrend der 
Herstellung des Hirseauszuges mit Papainzugabe erklart. 

5. Aktives Papain enthalt keine Kinase. Die Verstérkung der 
amylolytischen Kraft der Getreide durch Einwirkung von Papain kann 
durch die enzymatische Wirkung von Papain auf GetreideeiweiB erklart 
werden, indem entweder neue Amylasemengen gebildet werden, oder 
die schon vorhandene an EiweiB gebundene und dadurch inaktivierte 
Amylase freigelegt wird. Gleichzeitig haben wir aber auch physiko- 
chemische Wirkungen der in Papain enthaltenen bzw. durch dessen 
Wirkung entstandenen Substanzen in den betreffenden Getreidearten. 














Die Wirkung des Insulins 
auf die Zuckerproduktion der iiberlebenden Froschleber. 
, Von 
B. v. Issekutz und J. Szende. 
(Aus dem Pharmakologischen Institut der Kgl. ungarischen Universitat 
in Szeged.) 


(Eingegangen am 11. Juli 1954.) 


Bereits vor einem Jahrzehnt gelang dem einen von uns! der Nach- 
weis, daB die Lebern von Fréschen, die 24 Stunden vor dem Versuch 
mit Insulin behandelt worden waren, bei der Durchstr6mung mit 
Ringerlésung viel weniger Zucker abgeben als normale, und dab bei 
ihnen auch das Adrenalin viel weniger imstande war eine Steigeruug 
der Zuckerproduktion zu bewirken. 

Am Saugetier lieB sich dieser Versuch nicht in vollem Umfange nach- 
ahmen, es war lediglich nachzuweisen, da8 durch Insulin die Saureproduktion 
der durehgestr6mten Kaninchenleber gehemmt und die zuckermobili- 


sierende Wirkung des Adrenalins herabgesetzt wird. Ein gesteigerter 


Glykogenaufbau in der iiberlebenden Saugetierleber infolge Insulinein- 
wirkung konnte, abgesehen von Rindi®, dessen Versuchen wenig Beweiskraft 
zukommen diirfte, vor niemandem beobachtet werden. Eben deshalb 
kommt Staub? in seinem zusammenfassenden Referat zu dem Schlub, 
daB die Wirkungsweise des Insulins dahingehend prazisiert werden kann, 
daB es die Glykolyse hemmt, aber den Glykogenaufbau nicht férdert. 
Da unserem obenerwahnten Froschleberversuch bei der Begriindung 
der Lehre von der direkten Leberwirkung des Insulins noch heute eine 
besondere Bedeutung zukommt, hielten wir die Wiederholung dieser 
Versuche um so mehr fiir notwendig, als bei diesem Versuch 1923 24 
ein Insulinpraparat geringeren Einheitsgrades Verwendung _fand, 
so daB es dahingestellt blieb, ob die Wirkung auf die Leber von dem 
Insulin selbst, oder von einem Begleitstoff desselben herrihrt. 


Methode, 


Die Versuche wurden an der iiberlebenden Froschleber durchgefiihrt, 
die durch die Vena abdominalis mit Ringerlésung durchstrémt wurde. 
Unser friiheres Verfahren wurde dahin abgeandert, daB wir gleichzeitig 
zwei Parallelversuche ausfiihren konnten. Zur Riickbeférderung der aus 
den auf Glasplatten liegenden Lebern ausflieBenden Durchstr6mungs- 
fliissigkeit benutzten wir eine bereits beschriebene* Walzenpumpe, in deren 
Rinne zwei diinne Gummirohre eingelegt werden, so daB die auf ihnen glei- 


1 », Issekutz, diese Zeitschr. 147, 264, 1924; 183, 283, 1927. 2 Arch. 
d. Physiol. 23, 99, 1925. —- * Verh. d. Ges. f. Verdauungs- u. Stoffwechsel 
krankheiten, XI. Tagung, Wien 1932. 4 Diese Zeitschr. 183, 283, 1927. 
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tenden Walzen die Fliissigkeit gleichzeitig in zwei Leitungen heben und somit 
zwei gesonderte Zirkulationen mit einem Walzenrad betrieben werden 
konnten. In der Regel wurde eine normale Leber gleichzeitig mit einer 
Insulinleber durchstrémt. Nach ausgiebiger Auswaschung mit Ringerlésung 
lieBen wir je 50cem Ringerlésung zirkulieren, nach 60 Minuten wurden 
die Ringerlésungen aus den Reservoiren abgelassen und durch je 20 cem 
frischer Ringerlésung ersetzt und die Lebern hiermit durchgespiilt. Diese 
Waschfliissigkeit wurde zu der vorherigen Portion Ringerlésung gegeben 
und in den so gewonnenen 70cem Fliissigkeit der Glukosegehalt nach 
Hagedorn-Jensen bestimmt und so die Zuckerproduktion der Leber in 
1 Stunde ermittelt. Nun wurden die Lebern mit weiteren 50 cem neuer 
Ringerlésung, denen 1:1 bis 1:10 Millionen Adrenalin zugesetzt wurde, 
1 Stunde lang durchstr6mt und auf diese Weise die durch das Adrenalin 
bewirkte Steigerung der Zuckerproduktion, und schlieBlich nach der Methode 
Pfliigers der Glykogengehalt der Leber bestimmt. 

Bei unseren Versuchen wurden Insulinpraiparate verschiedener Reinheit 
benutzt und zwar a) rohes Insulin, von dem 1,1 mg 1 Einheit entspricht, 
b) Insulin Wellcome, 1 mg 12,5 Einheiten, c) Insulin Chinoin, 1 mg 

14,3 Einheiten, d) kristallisiertes Insulin nach Prof. Jensen'!, 1 mg 
- 24 Kinheiten. Die Insulinpriparate wurden in n/100 Salzsiure gelést, 
die 0,1 ° Tricresol enthielt. In Kontrollversuchen konnten wir uns davon 
iiberzeugen, daB dieses Loésungsmittel allein auf die Zuckerproduktion 
der Froschleber ohne jede Wirkung ist. 


I. Versuche bei Zimmertemperatur. 


Insgesamt fiihrten wir 21 Versuche an normalen Froschlebern 
aus (Tabelle I), deren Zuckerproduktion, berechnet auf 1g Leber- 
substanz, im Mittelwert mit Angabe der mittleren Fehlergrenze 
1,851 + 0,33 mg betrug. Unter der Einwirkung des Adrenalins steigerte 
sich die Zuckerproduktion mit Ausnahme eines Falles immer sehr stark ; 
sie war im Mittelwert 5,207 —- 0,518 mg, d.h. die Steigerung betrug 
181%. Der Glykogengehalt der Leber betrug meistens bedeutend 
mehr als ]°, in einigen Versuchen blieb er unter diesem Wert, die 
Wirkung des Adrenalins war jedoch auch in diesen Fallen stark. Ein 
Unterschied in der Wirkung der verschiedenen Insulinpraparate war 
nicht festzustellen. Es erwies sich als gleich, welches Insulin den Fréschen 
am Tage vor dem Versuch eingespritzt wurde, die Lebern produzierten 
wesentlich weniger Zucker als normalerweise, der Mittelwert aus 30 Ver- 
suchen betrug 0,441 — 0,044mg. Die Zuckerproduktion der insulinisierten 
Froschleber betrug bei der Durchstré6mung mit Adrenalin enthaltender 
tingerlésung im Mittelwert 0,833 —- 0,14 mg, was einen Zuwachs 
von 81,6 % bedeutet. Anfangs haben wir fiinf Insulineinheiten gebraucht, 
bei der allmahlichen Erniedrigung der Dosis stellte sich dann heraus, 


1 Auch an dieser Stelle sei fiir die Uberlassung des Priparates bestens 
gedankt. 
Biochemische Zeitschrift Band 272. 297 
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Tabelle I. 


Szende: 














Normale Frische Mit Insulin behandelte Frésche s 
»- Insulin Zucker- ane i 
Zuckerproduktion — Gly- ae Le eres ae __, produk- = Gly L 

pro Stunde 1:1 kogen Std. vordem; Won 1:1 \koger 
Dosis Versuch || Pro Std. ; d 
mg/g Mill. a | verabreicht || mg/g Mill. ( ‘“ 
1,005 2,71 0,138 5 Einh. (W)* 24 0,197 | 0,54 7,57 bs 
3,229 6,948'5,39 15 , 24 0,352 | 0,687 4,76 d 

0,990 5,887 3,432 5 3 22 0,568 | 0,455 1,93 

0,757 0,767; 1,57815 , (R)§ 17 0,285 | 0,146 3,808 
5,77 12,03 — 5 , (Dss 16 0,633 | 2,35 — - 

1,768 5,09 — 5 16 0,846 | 1,03 == 
1,333 5,655 0,642/5 . (W) 16 0,889 | 0,497 3,79 y 

1,107 6,226} — |5 , (Ch)t 16 0,565 | 1,431 3,148 
2.30 3,907 Be ay 15 0,362 | 0,317 2,909 d 
0,81 6,005} — 5 15 0,317 | 0,274 4,785 p 

5 » 15 0,440 0,813 5,552 

5 15 0,495 | 0,236 2.307 

1,528 6,901 0,09 5 ~ 14 0,779 | 2,929 0,562 

1,027 6,533) 1,852)|5 et ) 0.79 | 8,098 1,46 

6.53 6,99 |0,007;25 , (D 16 0,146 | 0,498 0,645 

2 (R) 22 0,235 | 0,148 1,321 

2 (Ch) 22 0,117 | 0,268 0,909 

2.855 3,793) 1,126 2 (I) 22 0,835 | 1,974 5,764 

0,742 4,034 4,03 2 : 16 0,255 | 0,279 0,132 

2,468 4,96 ae ‘ 19 0,485 0,669 1,239 

0,458 3,820 0,583 1 rs 133 0,462 | 0,898 4,445 

2,15 4,075 0,290 1 (R) 21 0,694 | 1,373 1,056 

0,7 (1) 19 0,246 | 0,837 0,939 

06 , (Ch) 18 0,283 | 0,283 5,289 

1,31 2.437 4496 0.5 , 4 22 0,847 | 0,454 3,146 

1,535 9,050; 1.121)}0,5 , ‘s 22 0,315 | 0,400 3,227 

eda)’ ta 22 0,037 | 0,583 0,259 

1,397 8,26 | 5,875) 0,25. (Ch) 22 0,341 | 0,701 4,006 

0,832 3,623 6,045 0,25 , Fs 20 0,482 | 0,827 2,529 

0,599 2.482 4,116) 0,10, u 17 0,283 | 0,296 6,412 
wis. | 15858 5,207 2,361 0,441 0,823 2,996 
wert |+ 0,33 +0,518 +0,044 + 0,14 | 
* Insulin Wellcome $ Rohinsulin. — ¢&§ Krist. Insulin nach Jensen. — + Insulir . 
Chinoin. ( 
daB selbst 0,1 Einheit noch von deutlich nachweisbarer Wirkung ist. C 
Wir variierten die Versuchsbedingungen auch hinsichtlich der Ein- . 
wirkungszeit und konnten dabei feststellen, da8 nach der Verabreichung . 
des Insulins wenigstens 15 Stunden verstreichen miissen, damit dic . 
Zuckerproduktion der Leber und deren Adrenalinreaktion mit Sicherheit | 
gehemmt werde: wurde das Insulin den Fréschen 6 bis 9 Stunden vor ! 
dem Versuch eingespritzt, so konnte entweder gar keine oder nur eine : 
minimale Wirkung festgestellt werden. 
II. Versuche bei Brutschranktemperatur. 
Die nachste Versuchsreihe wurde an Fréschen ausgefiihrt, die im ( 


Thermostaten bei 30 bis 


33°C gehalten wurden: auf diese Weise gelang 
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‘s, die Wirkung des Insulins wesentlich zu beschleunigen (Tabelle II). 
Hier wirkte das Insulin selbst dann, wenn es 4 Stunden vor dem Versuch 
verabreicht wurde. Wahrend einerseits die Zuckerproduktion in den 
Lebern der Kontrolltiere 1,167 —— 0,39 mg betrug und nach dem EinfluB 
des Adrenalins auf 4,136 —- 0,62 mg und somit um 253°, stieg, betrug 
andererseits die Zuckerproduktion der insulinbehandelten Tiere nur 
0.280 — 0,1 mg und stieg unter Adrenalineinwirkung auf 0,760 — 0,26 mg, 
d.h. um 171%. 


Tabelle II. 





Normale Frésche Mit Insulin behandelte Frésche 


Zucker- Adre- ‘es Insulin Sucker Adre- Hy 

pro- aie Gly- |_ aoe fa ee pro- nalin Gly- Bemerkungen 
duktion 1 - kogen Std. vor d. duktion 1 J kogen 
pro Std. ; Dosis Versuch | pro Std. Mill. 


mg'g Mill. 0, verabreicht mg/g 0 


0,319 0,641 6,051 


1 Einh. (Ch) 7 he, . Die Frische 
Rai : f 0,473 0,919 4,446 | wurden 12 bis 
1,635 | 4,884 |7,669 1 , r° 6 0,153 1,989 5,881 1 24 Std. vor dem 
tae 2 4 0.137 0.161 . Versuch in einen 
SP - s a 4 0.325 0,300 2.759 Thermostaten 
1,104 4,574 3,836 1 , 4 0,299 0,710 4,172 | mit 30 bis 34°C 
0.762 2,951 6.538 1 js 4 0,257 0,600 1,779 initia 


1,167 4,136 0,280 | 0,769 


+ 0,39 + 0,62 6,007 0.1 4 9.96 4:181 Im Mittelwert 


Durchstrémung 


iis ae , 7 ona | 7 97011 997 
6,903 4,41 0,088 2 Einh. (Ch) Trak ti 1,269 7,379 L734 | im Thermosta- 
0,202 0,220 0,018)2 , » die Durch-|) 4,872 2,315 1,529 | ten 28 bis 349 
3,745 | 4,465 5,383)2 , .. | Strémungs-| 4.712 | 5.284 4,675 a Std. lang 
A » NOE 9Q 9 fliissigkeit mds Qo 999 | mit insulinhalt 
7,544 6,383 1,638 2 , 5,812 4,921 4,322 Ringerlisung 

4.598 | 3,869 1,782 5,666 4,975 3,066 Im Mittelwert 


Diese Beschleunigung der Insulinwirkung eréffnete eine Méglichke it 
zur experimentellen Entscheidung der Frage, ob das Insulin seine 
charakteristische Wirkung auch dann zeigen wiirde, wenn es_ nicht 
den lebenden Tieren eingespritzt, sondern die tiberlebende Leber 4 bis 
6 Stunden hindurch bei 30 bis 33°C durchstrémen wiirde. Zu diesem 
Zweck wurde die ganze Durchstr6mungsapparatur in einen Thermo- 
staten gesetzt; auch hier wurden parallel zwei Lebern durchstrémt, 
die eine mit 0,01°,iger Glukose-Ringerlésung, die andere mit einer 
Durchstrémungsfliissigkeit, der auBerdem pro 50cem Lésung zwei 
Insulineinheiten zugesetzt wurden. Nach einer Durchstr6mung von 
4 bis 6 Stunden wurden die Lebern mit 20 cem zuckerfreier Ringer- 
lésung durchspiilt und nach einer in tiblicher Weise mit 50 cem Ringer- 
lésung vorgenommenen Zirkulationsdurchstr6mung wurde die Zucker- 
produktion bestimmt und schlieBlich die Lebern noch 1 Stunde lang 
einer Adrenalineinwirkung ausgesetzt. Diese Versuche ergaben ein 
vollkommen negatives Resultat, indem die Zuckerproduktion der mit 


97 * 
2% 














416 B. v. Issekutz u. J. Szende. 


Insulin durchstr6mten Leber um nichts geringer war als die der normale: 
und auch auf Adrenalin nicht schwacher reagierte. Demnach kann das 
Insulin nur im lebenden Tiere wirken, und wahrscheinlich deshall 
weil es zur Entfaltung seiner Wirkung auch die Mitwirkung irgendeines 
anderen Organs oder Hormons benotigt. 


Zusammenfassung. 

Die Autoren haben in Wiederholung ihrer friiheren Versuche fest 
gestellt, daB sowohl] das kristallisierte Insulin, wie auch andere Insulin 
praparate verschiedenen Reinheitsgrades imstande sind, die Zucke1 
produktion der iiberlebenden Froschleber zu hemmen. Vorbedinguny 
fiir das Zustandekommen dieser Wirkung ist, daB das Insulin bei 
Zimmertemperatur den lebenden Fréschen einverleibt wird und zwischen 
Injektion und Versuch wenigstens 15 Stunden verstreichen. Werden 
die Frésche bei 30 bis 33°C gehalten, so entfaltet das Insulin seine 
Wirkung im lebenden Tiere schon nach 4 Stunden. Falls das Insulin 
nicht vorher den lebenden Tieren eingespritzt, sondern der Durch- 
strémungsfliissigkeit zugesetzt wurde, konnte eine Hemmung de 
Zuckerproduktion der Froschleber selbst dann nicht festgestellt werden, 
wenn es bei 30 bis 33°C 4 Stunden lang einwirken konnte. 
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Vorkommen von Maltase und Saccharase bei Schizo- 
Saccharomyces octosporus (Beijerinck) und deren Trennung. 
Von 
Eduard Hofmann. 

(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 26, Juli 1934.) 


Die Tatsache, daB einzelne Fermentpraparate sowohl Maltose 
als Rohrzucker hydrolysieren, andere jedoch nur Saccharose zerlegen, 
weiterhin die leichte Zerstérbarkeit der maltatischen Wirkung durch 
Alkohol, der Saccharase kaum schadigt, waren schon Eml Fischer! 
und F. Réhmann? bekannt; sie hatten daraus auf Verschiedenheit 
von Maltase und Saccharase geschlossen. Spater hat R. Kuhn® auf 
Grund kinetischer Untersuchungen sogar die Existenz zweier besonderer 
Saccharasen gefordert; danach ist eine Fructo-saccharase, die am 
Fructose-anteil des Rohrzuckers ansetzt, von der Gluco-saccharase zu 
unterscheiden, deren Angriffspunkt in der Glucose-komponente des 
Di-saccharids liegt. R. Weidenhagen* entwickelte sodann eine neue 
Theorie, auf Grund der er die Existenz einer besonderen Maltase, 
ebenso wie die der meisten anderen, bisher als spezifisch betrachteten 
Di-saccharasen, verneint. Nach dieser Ansicht wird die Maltose durch 
eine «-Glucosidase hydrolysiert, die zugleich auch den Rohrzucker 
invertiert, und identisch mit der von Kuhn postulierten Gluco-saccharase 
ist. Eine Hauptstiitze fiir diese Anschauung bildet wohl der Umstand, 
daB Maltase in der Natur stets von Saccharase begleitet ist; die von 
R. Willstdtter und E. Bamann® ausgefiihrte Trennung der Invertase 
von der Maltase soll nach Weidenhagen® lediglich eine Trennung von 
Fructo-saccharase und Gluco-saccharase sein. Er will auch anders 
lautende Befunde von H. Karstrém’, K. Myrbdck® und A. 1. Virtanen® 
nicht anerkennen!®, gemaB denen Trockenpraparate und Autolysen- 
siifte eines typischen Stammes von B. coli zwar Maltose, nicht aber 
Saccharose zu zerlegen vermégen. 

Zwei ailtere Angaben der Literatur haben mich veranlaBt, Versuche 
mit Schizo-Saccharomyces octosporus anzustellen. Diese Hefe wurde vor 


1 KE. Fischer, Ber. 27, 2985, 3479, 1894. 2 F, Réhmann, ebenda 27. 
3251, 1894. — 3 R. Kuhn, H. 129, 57, 1923. — 4 R. Weidenhagen, Zeitschr. 
d. Ver. Deutsch. Zuckerind. 79, 115, 1929. — ° R. Willstdtter u. E. Bamann, 
Zeitschr. f. physiol. Chem. 151, 273, 1926. — ® R. Weidenhagen, Zeitschr. d. 
Ver. Deutsch. Zuckerind. 78, 539, 781, 1928. — * H. Karstrém, diese 
Zeitschr. 231, 399, 1931. — §& K. Myrbdck, Zeitschr. f. physiol. Chem. 198, 
196, 1931. — 9A. J. Virtanen, diese Zeitschr. 235, 490, 1931. 10 R. Weiden- 


hagen, ebenda 233, 318, 1931; H. 200, 279, 1931. 
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vielen Jahren von M. W. Beijerinck! isoliert ; nach seinen Beobachtunge) 
ist sie befahigt, Maltose, Glucose und Fructose, nicht aber Rohrzucke: 
zu vergiren. &. Fischer und P. Lindner? haben kurze Zeit daraut 
die Angaben des hollandischen Forschers bestatigt; sie haben weiterhin 
mitgeteilt, daB sich aus der scharf getrockneten und zerriebenen Hef: 
mit Chloroformwasser ein Auszug bereiten laBt, der Maltose, nicht abe: 
tohrzucker fermentativ zerlegte. Die Ausfiihrung genauerer Versuch: 
war ihnen unmoglich, da die Ziichtung der Hefe in fliissiger Bierwiirz: 
nur sehr geringe Ausbeuten an Pilzmaterial lieferte. 

Kin im hiesigen Institut seit vielen Jahren vorhandener Stamm 
von Schizo-Saccharomyces octosporus vergor neben Maltose auch 
Saccharose. Durch das liebenswiirdige Entgegenkommen des Herrn 
Prof. Kluyver in Delft, dem dafiir aufrichtig gedankt sei, erhielten wir 
aus dessen Laboratorium eine andere Kultur von Schizo-Saccharomyces 
octosporus (Beijerinck), die bei der mikroskopischen Untersuchung ganz 
die vom Entdecker beschriebenen Merkmale aufwies. Durch Massen- 
kultur in 10 Liter verdiinnter Bierwiirze wurden in 8 Tagen 6 g abgepreBter 
frischer Hefe geerntet, die innerhalb von 2 Stunden Traubenzucker 
wie Maltose vergor, nach etwa 10 Stunden aber auch aus Rohrzucke1 
geringe Mengen von CQ, entwickelte. Die durch Zentrifugieren und 
scharfes Absaugen isolierte Hefe lieB sich mit Essigester nach den 
Angaben von Wallstdtter und Steibelt? nicht verfliissigen. Deshalb wurde 
die schon mit dem Plasmolyticum versetzte Hefe mit Alkohol und Ather 
in ein T'rockenpraparat tibergefiihrt. Das so gewonnene Material wirkte 
nur auf Saccharose, aber nicht auf Maltose. 

Weiter zeigte sich, daB die Hefe aut festem Nahrboden besser gedeiht 
als in fliissiger Nahrlésung. Auf Bierwiirze-Agar erhielten wir nach 
3tagigem Wachstum 40g stark abgepreBter frischer Hefe von 20 Dri- 
galski-Schalen. Die damit vorgenommenen Versuche haben folgendes 
ergeben: Die frische Hefe vergart schon innerhalb 1 Stunde Trauben- 
zucker und Maltose, Rohrzucker wurde bei l5stiindiger Versuchsdauer 
nicht angegriffen. 

Wird die frische Hefe auf Tonteller aufgestrichen und mehrere 
Tage im Vakuum-Exsikkator iber Schwefelséure entwassert, so erzielt 
man mit dem fein zerriebenen Trockenpulver als Fermentmateria! 
eine Hydrolyse von Maltose und Saccharose. Uberlaf8t man die mit 
Wasser und Toluol angeriebene Trockenhefe 24 Stunden teils bei 
Zimmertemperatur, teils bei 0° der Autolyse und neutralisiert wahrend 
dieser Zeit wiederholt mit 1°,igem Ammoniak, so gewinnt man nach 
dem Zentrifugieren eine klare Fermentlésung. In dieser ist viel Maltase 

1M. W. Beijerinck, Centralbl. f. Bakt. 16, 49, 1894. — ? E. Fischer 


u. P. Lindner, B. 28, 984, 1895. — ? R. Willstdtter u. W. Steibelt, Zeitschr 
f. physiol. Chem. 111, 157, 1920. 
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vorhanden, daneben aber auch etwas Saccharase; letztere tritt erst 
in einem Zeitpunkt starker in Funktion, zu dem die Maitose schon 
praktisch vollkommen gespalten ist. 

Dient jedoch zur Herstellung der Fermentlésung nicht die vorher 
getrocknete, sondern die frische Hefe, so geht unter den gleichen Be- 
dingungen nur Maltase in Lésung. In dem durch Zentrifugieren ge- 
sammelten Riickstand wurde Saccharase gefunden. 

Benutzt man die bei der Autolyse von frischer Hefe mit Wasser 
und Toluol verwendete Suspension als Fermentmaterial, so wird inner- 
halb der ersten 24 Stunden Maltose zu 82°, hydrolysiert; erst nach 
dieser Zeit werden innerhalb weiterer 24 Stunden 8°, Rohrzucker 
zerlegt. 

Diese Versuche lehren, daB in dem von uns benutzten Stamm von 
Schizo-Saccharomyces octosporus nicht nur Maltase, sondern auch 
Saccharase zugegen ist. Durch Autolyse der frischen Hefe in Toluol- 
wasser lassen sich beide Fermente trennen, indem wenigstens innerhalb 
eines Tages nur Maltase in die Lésung tibertritt. Die giinstigste Wasser- 
stoffionenkonzentration fiir die Maltase gewéhnlicher ober- und unter- 
gariger Hefe wurde durch L. Michaelis und P. Rona! bei py = 6,1 
bis 6,8 gefunden. Die aus dem Schizo-Saccharomyces extrahierte Maltase 
hat ihr py-Optimum weiter im sauren Gebiet, namlich bei px etwa 4,7: 
sie gleicht in dieser Beziehung demnach der Maltase der Schimme!l- 
pilze?. Dasselbe gilt fiir die Saccharase aus Schizo-Saccharomyces 
octosporus; sie entfaltet ihre giinstigste Wirkung bei py 5,6, wahrend 
fiir die gew6hnliche Hefensaccharase ein py von 4,4 sich als optimal 
erwiesen hat®. 

Die von Weidenhagen aufgestellte Theorie der Identitaét von Maltase 
und Saccharase (Gluco-saccharase) kann in ihrer allgemeinen Fassung 
auf Grund meiner Befunde nicht mehr aufrecht erhalten werden: denn 
der aus der frischen Hefe Schizo-Saccharomyces octosporus unter 
Toluolzusatz bereitete Autolysensaft zerlegt Maltose vollkommen, 
aiuBert jedoch auch bei beliebig variierter H’-lonenkonzentration nicht 
die geringste Spaltungskraft gegeniiber Rohrzucker. 


Experimentelles, 
A. Versuche mit Schizo-Saccharomyces octosporus, in Ndhrlésung geztichtet. 
l. Ziichtung der Hefe. 
10 Liter verdiinnter Bierwiirze (2 Teile Wiirze + 1 Teil Wasser) 
wurden nach dreimaligem Sterilisieren im Dampftopf mit einer Vor- 


1 LL. Michaelis u. P. Rona, diese Zeitsehr. 57, 70, 1913. - 25. Le- 
bowitz u. P. Mechlinski, Zeitschr. f. physiol. Chem. 154, 64, 1926. * 8. P. 


L. Sérensen, diese Zeitschr. 21, 201, 1909. 
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kultur des Erregers beimpft und 5 Tage im Brutschrank (30°) belassen 
Eine starkere Garung war wahrend dieser Zeit nicht zu beobachten, 
zuletzt war ein Bodensatz wahrzunehmen. Durch Zentrifugieren 
mehrmaliges Waschen und scharfes Absaugen auf der Nutsche wurden 
etwa 6g frischer Hefe gewonnen. 


2. Garversuche mit der frischen Hefe. 

Je 20cem einer 5°, igen Lésung von Traubenzucker, Maltose 
oder Rohrzucker wurden mit je 0,5 g frischer Hefe in ein Eudiomete: 
gebracht. Bei 30° waren nach etwa 2 Stunden Dextrose und Maltose 
in Garung; beim Versuch mit Rohrzucker begann nach etwa 10 Stunden 
eine schwache CQO,-Entwicklung. 


3. Fermentversuche mit dem Alkohol-Ather-Trockenpraparat. 

Etwa 5g der frischen Hefe, bei der nach Verriihren mit 1 cem 
Essigester keine Anzeichen einer Verfliissigung zu beobachten gewesen 
waren, wurden mit 300ccm eines Gemisches von 3 Teilen Alkohol 
+] Teil Ather verrieben, sofort abgesaugt, mit Ather gewaschen und 
im Vakuumexsikkator entwassert. Ausbeute 1,6g trockenes, grau- 
weiBes Pulver, das als Fermentmaterial fiir die folgenden Versuche 


diente. 
Ansatz 1: 0,1 g Ferment + 5cem m/5 Acetatpuffer, po = 5,6 + 5cem 
H,O + 4 Tropfen Toluol. 
cs 2: 0,.lg Ferment + 5cem m/5 Acetatpuffer, py 5,6 + 5 ecm 
H,O + 4 Tropfen Toluol + 0,1 g Maltose. 
3: O.lg Ferment + 5cem m/5 Acetatpuffer, py 5,6 5 eem 


H,O + 4 Tropfen Teluol + 0,1 g Rohrzucker. 

Zu Anfang sowie nach zweitagiger Digestion bei 37° wurden je 
3.cem Versuchslésung entnommen und mit 1 cem n Sodalésung versetzt : 
nach Filtration wurde die Drehung des Gemisches im 1-dm-Rohr be- 
stimmt. Wahrend bei den Ansatzen 1 (Ferment allein) und 2 (Ferment 
mit Maltose) keine Drehungsainderung festzustellen war, wurde bei 
Ansatz 3 (Ferment und Rohrzucker) ein Sinken der Drehung von 

0,48° auf + 0,02° beobachtet, wodurch eine Spaltung der Saccharose 
zu 69,6°, angezeigt wird. Der Eintritt der Rohrzuckerhydrolyse war 
auch an der beim Kochen der Lésung mit Fehlingscher Mischung 
beobachteten starken Reduktion wahrzunehmen. Bei Ansatz 1 erfolgte 
Kupferoxydulausscheidung nur in Spuren. Maltose wurde nicht ge- 
spalten. 
B. Versuche mit Schizo-Saccharomyces octosporus, auf Bierwtirze-Agar 

geztichtet. 
1. Ziichtung der Hefe. 

Steriler Bierwiirze-Agar wurde nach Erwarmen und Verfliissigen 

in 20 groBe Drigalski-Schalen von 19cm Durchmesser ausgegossen 
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Nach dem Erkalten wurde eine jede mit einer Vorkultur von Schizo- 
Saccharomyces octosporus in Bierwtirze beimpft und bei 25° aufbewahrt. 
Nach 3 Tagen waren die ganzen Oberflaichen der Nahrbéden mit Hefe 
bedeckt. Diese lieB sich nach UbergieBen mit sterilem Wasser sowie 
Aufriihren mit einem Drigalski-Spatel leicht abschwemmen und aus der 
wasserigen Suspension durch Zentrifugieren isolieren. Ausbeute 40 g 
frische Hefe. 


2. Garversuche mit frischer Hefe. 


Versuche wie unter A, 2. ergaben bei den Ansatzen mit Trauben- 
zucker und Maltose nach 1 Stunde bei 30° CO,-Entwicklung; beim 
Ansatz mit Rohrzucker wurde selbst nach 15 Stunden noch keine 
Garung beobachtet. 


3. Versuche mit getrockneter Hefe. 

15 g frischer Hefe wurden sofort nach dem Zentrifugieren und Aus- 
waschen auf einen Tonteller ausgestrichen und 3 Tage im Vakuum- 
exsikkator iiber Schwefelsaure getrocknet. Die alsdann fein gemahlene 
Hefe diente als Fermentmaterial fiir die folgenden Versuche. 

a) Bestimmung des py-Optimums fiir Maltase und Saccharase aus 
Schizo-Saccharom yces octosporus. Die Ansatze enthielten in 10 cem Ge- 
samtvolumen je 0,lg Fermentmaterial + 5cem Pufferlésung von jeweils 
angegebenem pu, 3ccm H,O sowie 2ccm 10° ,iger Maltose- bzw. 
Saccharose-lésung. Sie wurden nach Zugabe von Toluol bei 37° belassen. 
Proben von 3 ccm dienten nach Zufiigung von 1 cem n Sodalésung und 
Filtration zur Feststellung der Drehungsanderung. 








Ver- e« im 1-dm-Rohr nach 
such Pufferung Pu Substrat ‘ 
Nr. 0 Std. 24 Std. 48 Std 
1 | m/d Phosphat 2:1, 6,5 Maltose + 1,98° + 1,25° + 0,95° 
2 m/5 Acetat 8:1 5,6 e 1,96 + 1,15 + 0,80 
$ m/5 Acetat 1:1 4,7 i + 1,96 + 1,05 + 0,80 
4 | m/d Phosphat 2: 1 6,5 Saeccharose + 1,05 + 0,76 ao 0,62 
5 m/5 Acetat 8:1 5,6 - + 1,06 + 0,52 + 0,25 
6 m/5 Acetat 1:1 4,7 - + 1,05 + 0,70 + 0,40 
Ver- | Drehungsinderung Spaltung in °/) Ver- Drehungsiinderung Spaltung in ‘ 
such nach nach sach nach nach 
Nr. 24 Std. 48 Std. 24 Std. | 48 Std. | Nr. 24 Std. 48 Std. 24 Std. | 48 Std. 
0,73° 1,03° 62,3° 88, 1° + 0),29° 043° 21,99 | 32,6° 
2 0,81 1,16 69,2 99,3 5 0,54 O81 40,8 61,2 
3 0,91 1,16 hye 99,3 6 0,35 0,65 29,8 | 49,2 





Fiir die Saccharase ergibt sich also ein py-Optimum von 5,6, fiir 
die Maltase ein solehes von etwa 4,7. 
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b) Trockenhefe und verschiedene Substrate. Die Ansatze enthielter 
in 10 com Gesamtvolumen 0,1 g Substrat, 5 cem des jeweils angegebenen 
Puffergemisches und 4 Tropfen Toluol. Im Ansatz 1 war nur Ferment 
vorhanden: dieses fehlte bei 6 und 7. Mit filtrierten Proben von 3 cen 
Lésung + leem n Soda wurde die Drehungsainderung der bei 37 


digerierten Gemische verfolgt. 








Ver- a - -Rohr nae 
such Rcriret weber satan Pu im 1-dm-} ad om h 
Nr 0 Std 20 Std. 68 Std 
1 Nur Ferment, 
kein Substrat m/5 Acetat 8: 1 56 +0129 +0,10° + 0,08 
2 Kerment + 0,2 ¢ 
Maltose m5 Phosphat 4:1 6,2 + 2.10 1,05 + 0.95 
3. Ferment + 0,2 g 
Saccharose m/5 Acetat 1:1 4,7 +115 +065 + 0,30 
4 Ferment + 0,1 g 
a-Methylglucosid m5 Acetat 8:1 5,6 + 1,32 — + 0,89 
5 Ferment + 0,2 ¢ 
Raftinose m/5 Acetat 8:1 5.6  +1,78 (+ 1,50 | + 1,26 
6 Kein Ferment, 
0,2 ¢ Maltose m'5 Acetat 1:1 47 +184 +185 | + 1,84 
7 Kein Ferment, 
0,2 g Saccharose m5 Acetat 1:1 47 +096 +096  +0,96 
Ver- Drehungsinderung Spaltung in °/ Ver- Drehungsinderung | Spaltung in ° 
such nach nach such nach nach 
Nr. 20 Std. 68 Std. 20 Std. 68 Std. Nr. 20 Std. | 68 Std. || 20 Std. | 68 Std 
1 0),02° 0,04° - 5 0),28' 0,52° || 85,49*! 65,3* 
2 1,05 1,15 88,0° 95,0° 6 0,0 0.0 0,0 0.0 
3 0,50 0,85 36,2 61,2 t 0,0 0.0 0.0 0.0 
4 _- 0,52 —- 59.3 





* Bei Hydrolyse zu Fructose und Melibiose. 


Nicht nur Maltose und x-Methyl-glucosid sowie Raffinose wurden 
zerlegt, sondern auch Rohrzucker: ohne Ferment waren bei py 4.7 
Maltose und Saccharose selbst 3 Tage lang bestandig. 

c) Versuche mit Fermentlésung aus getrockneter Hefe. 3 g¢ der schart 
getrockneten Hefe wurden mit 50cem Wasser angeriihrt und mit 
3ccem Toluol versetzt, dann etwa 15 Stunden bei Zimmertemperatu: 
und ebenso lange bei 0° der Autolyse unterworfen; die in dieser Zeit 
entstehende Saure wurde wiederholt mit 1° ,igem NH, neutralisiert. 
Durch Zentrifugieren wurden alsdann 40 ccm klare Fermentlésung 
erhalten und fiir die folgenden Versuche benutzt. 


1. 5cem Fermentlésung + 5 cem m/5 Acetatpuffer, py = 4,7 + 4 Tropfen 
Toluol. 

2. Wie 1. + 0,2 g Maltose. 

3. Wie 1. + 0,2 g «-Methyl-glucosid. 

4. 5cem Fermentlésung + 5eem m/5 Acetatpuffer, pq = 5,6 + 0,2g Rohr- 


zucker. 
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Filtrierte Proben von 3ccm Soda aus den bei 37° aufbewahrten 
Gemischen dienten zur Bestimmung der optischen Drehung im 1-dm- 
Rohr. 





teen cw im 1-dm-Kohr nach Drehungsanderung nach Spaltung in nach 
such 0 Std. 15 Std. 39 Std. 15 Std. 39 Std. 15 Std 39 Std 

1 a 0,459 L. 0,452 + 0,459 0.0° 0,0° — 

2 + 2.55 + 1,20 + 1,20 1.15 1,15 98,3° 983° 
3 + 2,72 2,58 + 2.49 0,14 0,23 8.6 14.1 

4 + 1,50 + 1,25 + 0.80 0,25 0,70 18,9 53,0 


Bei der Autolyse von getrockneter, nach Vorschrift B, 1. geziichteter 
Hefe gehen nicht nur Maltase bzw. z-Glucosidase, sondern auch 
Saccharase in Lésung. 


d) Versuche mit Autolyseprdparaten aus frischer Hefe. 20g der 
frischen Hefe wurden mit 50 cem Wasser angeriihrt, mit 3 cem Toluol 
versetzt, etwa 12 Stunden bei Zimmertemperatur und ebenso lange 
bei 0° der Autolyse iiberlassen; die dabei entwickelte Saure wurde von 
Zeit zu Zeit mit 1° igem NH, abgestumpft. 


Ein Teil der auf diese Weise erhaltenen Suspension ist direkt als 
Fermentmaterial fiir die folgenden Versuche (4) verwendet worden. 
Der gréBere Teil der Suspension wurde durch Zentrifugieren in eine 
klare Fermentlésung und einen Riickstand getrennt, der aus den Resten 
der Hefezellen bestand. Letzterer wurde mit 20 cem Wasser angerieben 
und nochmals zentrifugiert. Die klare Fermentlésung, die nach der Ver- 
einigung beider Anteile 50 cem betrug, diente fiir die unter 5, der Riick- 
stand fiir die unter 6 beschriebenen Versuche. 


4. Versuche mit der autolysierten Hefesuspension. 


Versuch 1: 5cem Fermentsuspension + 10 cem m/5 Phosphatpuffer, 
PH 6,2 + 5cecem H,O + 0,3 cem Toluol. 
<3 2: Wie Versuch 1, mit 0,5 g¢ Maltose. 
_ 3: 5cem Fermentsuspension + 1l0cem Acetatpuffer, py 4,7 
5eem H,O + 0,3 cem Toluol + 0,5 g Rohrzucker. 


Die Zerlegung von Maltose und Saccharose in den bei 37° vor- 
genommenen Versuchen ergibt sich aus den Drehungsanderungen, 





beobachtet an filtrierten Proben von 5 cem Lésung + 1 cem 2 n Soda- 
losung. 

Win e@ im 1-dm-Rohr nach Drehungsinderung nach Spaltung in °/» nach 
such 0 Std. 24 Std. 72 Std. 24 Std. 72 Std. 24 Std. 72 Std 


1 | +0,05°  +0,05° +0,05° 0,0 0,0 
2 + 2,77 + 1,43 + 1,20 1,34 1,57 82.5 963° 
3 + 1,40 4. 1 4 + 125 0.0 0.15 0.0 82 
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Wahrend Maltose bereits nach 24 Stunden weitgehend  zerleg: 
war, begann erst nach dieser Zeit eine geringe Hydrolyse des Rohrzuckers 
an deren Eintritt kann jedoch kein Zweifel bestehen, da sich nunmel) 
auch Reduktionskraft gegeniiber Fehlingscher Lésung geltend macht: 

Aus den folgenden Versuchen ersieht man, daB bei 24stiindige: 
Autolyse des Schizo-Saccharomyces keine Invertase in Lésung gegange: 
war. Es scheint sogar, dab die Zellwand des Erregers fiir Rohrzucke: 
nur im geringen Mabe permeabel ist. Dies wiirde auch erklaren, warun 
die frische Hefe trotz ihres Saccharasegehaltes den Rohrzucker nicht 
(oder kaum) zu vergairen vermag. 


5. Versuche mit der Ferment-lésung. 


1. 5cem Fermentlésung + 5cem m/5 Acetatpuffer, py = 5,6 + 4 Tropfen 
Toluol. 

2.5 ,, Fermentlésung + 5 cem m/5 Acetatpuffer, pu 4,7 4 Tropfen 
Toluol + 0,2 g Maltose. 

3.5  ,, Fermentlésung + 5cem m/5 Phosphatpuffer, py 6,3 + 4 
Tropfen Toluol + 0,2 g Saccharose. 

4.5 ,, Fermentlésung + 5 ccm m/5 Acetatpuffer, pu 5,6 + 4 Tropfen 
Toluol 0,2 ¢ Saccharose. 

5. 5 ,,  Fermentlésung + 5 cem m/5 Acetatpuffer, px 4,7 4 Tropfen 
Toluol + 0,2 g Saccharose. 

6. 5 ,,  Fermentlésung + 5 cem m/5 Acetatpuffer, py = 5,6 + 4 Tropfen 
Toluol + 0,2 ¢ Raffinose. 

13.5 Fermentlésung + 5 cem m/5 Acetatpuffer, py 5,6 -+- 4 Tropfen 


Toluol + 0,2 g «-Methyl-glucosid. 


Die Drehungsainderung in den bei 37° aufbewahrten Gemischen 
wurde an Proben von 3cem + 1cem n Sodalésung im 1-dm-Rohr 
ermittelt. 





id @ im 1-dm-Rohr nach Drehungsinderung nach Spaltung in °/9 nach 
such 0 Std. 21 Std. 45 Std. 21 Std 45 Sta. 21 Std. 45 Std 
1 + 0,24° + 0,269 + 0,30° 0,02° 0,06° ~ _ 
2 +208 41,05 +0,95 1,03 1,13 89,90 100° 
3 + 115 + 1,18 +. 1.91 0,03 0,06 0,0 0.0 
4 +116 +118 =+1,20 0,02 0,04 0,0 0,0 
5 +113 + 1,16 + 1,20 0,03 0,07 0,0 0.0 
6 + 1,67 + 1,70 +. 1,78 0,03 0,06 0.0 0,0 
7 + 2.65 + 2,60 + 2,53 0,05 0,12 6.3 11,0 


Allein Maltose und z-Methyl-glucosid sind hydrolysiert, Rohrzucke: 
wurde bei verschiedenstem px nicht angegriffen, ebensowenig wic 
taffinose. 

6. Versuche mitdem Autolysen-riickstand. Der beim Zentri- 
fugieren erhaltene Riickstand wurde auf einen Tonteller ausgestrichen, 














ceTS 


nel) 
ht 
lige) 
ge) 
eke I 
run 


Licht 


pten 


pfen 


pien 
pfen 
pten 
pfen 


hen 


ohr 


ach 


td 


0) 
() 
() 
0) 
ker 


wie 


en, 








\altase und Saccharase bei Schizo-Saccharomyces und deren Trennung. 425 


iiber Phosphorpentoxyd im Exsikkator getrocknet und nach Pulveri- 
sieren als Fermentmaterial benutzt. 
1. O.Lg Ferment + 5cem m/5 <Acetatpuffer, pu 5,6 5eem H,O 
4 Tropfen Toluol. 
2, Wie 1. + 0,2 g Maltose. 
3. Wie 1. + 0,2 g Saccharose. 
Die Ansiatze blieben bei 37° stehen, die Drehung wurde in filtrierten 
Proben von 3cem + 1cem n Sodalésung bestimmt. 





Car. @ im 1-dm-Rohr nach Drehungsinderung nach Spaltung in °/9 nach 
snen 0 Std. 20 Std. 42 Std. 20 Std. 42 Std 20 Std. 42 Std 
1 0,0° 0,0° + 0,03° 00° 0,03° = - 
2 + 1,87 + 1,48 + 0,87 0.39 1,00 33,2° 88,0)" 
3 + 0,97 + 0,94 + 0,86 0.03 0,11 2,3 10,6 


Im Riickstand des Autolysensaftes befindet sich neben dem Rest 
der Maltase die Saccharase. Die Wirkung der letzteren ist zwar gering; 
da sie aber sicher vorhanden ist, ergibt sich aus dem positiven Ausfall 
der Reduktionsprobe mit Fehlingscher Mischung. 

















Untersuchungen iiber verschiedene Pflanzen-emulsine. 
Von 
Eduard Hofmann. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 
(Eingegangen am 27. Juli 1934.) 

Kin groBer Teil der in den letzten 15 Jahren ausgefiihrten Unte: 
suchungen tiber Fermente befaBt sich mit der Reinigung und Isolierung 
spezifischer Enzyme. Das gelbe Oxydationsferment Warburgs ist vor 
kurzem rein gewonnen worden!; bei einigen anderen Enzymen (z. B 
bei der Urease) ist der Erfolg umstritten. In den meisten Fallen ist man 
iiber eine gewisse Reinigung der Fermentpraparate und Trennung ein 
zelner spezifischer Enzyme nicht hinausgekommen. Dies gilt besonders 
vom Emulsin. Hatte Emil Fischer? nach dem damaligen Stande de: 
Methodik noch annehmen miissen, da’ samtliche vom .,Emulsin™ 
ausgelésten hydrolytischen Wirkungen nur einem einzigen in diesem 
Praparate vorhandenen Ferment zuzuschreiben seien, so wurde in det 
Folgezeit ,,Emulsin’’ zum Sammelbegriff fiir eine Reihe sicher ver- 
schiedener Enzyme.  Selbstverstandlich ware durch eine Isolierung 
des eigentlichen Enzyms bzw. der einzelnen spezifischen Fermente 
eine vollkommene Klarung zu treffen; sie ist jedoch bis heute noch nicht 
herbeigefiihrt, obwohl zahlreiche und umfangreiche Untersuchungen® 
diesem Gegenstand gewidmet wurden. Deshalb miissen andere Wege 
beschritten werden. C. Newberg und ich haben vor einiger Zeit mit 
Fermentpraparaten aus einem neu isolierten Bakterium unsere Kennt- 
nisse iiber die Spezifitaét der Sulfatase erweitern kénnen?*; neuerdings 
konnten wir’ durch den Vergleich von Enzympraparaten ungleicher 
Herkunft die Frage nach der Verschiedenheit von /-Glucosidase und 
f-Galaktosidase entscheiden. Durch Priifung der spezifischen Wirkung 
von Fermentlésungen aus einer besonderen Hefe, Schizo-Saccharomyces 
octosporus, wurde die bis dahin nicht geglickte Trennung von Maltase 
und Saccharase erreicht und die von anderer Seite angenommene Iden- 
titat dieser beiden spezifischen Enzyme widerlegt®. Aus diesem Grunde 
glauben wir, daB allgemein die Untersuchung von Enzympraparaten 

! H. Theorell, diese Zeitschr. 272, 155, 1934. 2 E. Fischer, H. 26, 60, 
1898. — 3 K. Ohta, diese Zeitschr. 58, 329, 1914; R. Willstdtter u. W. Csanyi, 
H. 117, 172, 1921; K. Josephson, ebenda 147, 1 u. 155, 1925; B. Helferich 
u. Mitarbeiter, ebenda 117, 159, 1921; 198, 100, 1931; 205, 201 u. 231, 1932; 


209, 269, 1932. — 4 C. Neuberg u. E. Hofmann, Naturwiss. 19, 484, 1931 
5 Dieselben, diese Zeitschr. 256, 450, 1932; E. Hofmann, ebenda 272, 
133, 1934; Naturwiss. 22, 406, 1934. — *® BE. Hofmann, diese Zeitschr. 272, 


417, 1934. 
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verschiedenen Ursprungs nicht nur fiir die Erforschung der Physiologie 
und Systematik der Organismen, sondern auch fiir die Erkennung der 
Spezifitat der Fermente notwendig ist. 

Aus den Arbeiten von H. E£. Armstrong, E. Bourquelot und H. Héris- 
sey sowie L. Rosenthaler! geht hervor, daB Emulsin in vielen Pflanzen- 
arten vorkommt. Allerdings begniigte man sich zumeist mit dem 
Nachweis einer Spaltung von Amygdalin, in einigen Fallen wurde auch 
die Zerlegung von Prunasin und Lactose beobachtet. Im iibrigen sind 
zu den mannigfachen Untersuchungen tiber Emulsin immer nur Pra- 
parate aus siiBen und bitteren Mandeln, aus Pflaumen und Aprikosen 
verwendet worden. 

Vor einiger Zeit habe ich ein Emulsin aus den Kernen der Hage- 
hutten hergestellt und beschrieben?. Im folgenden bringe ich neue An- 
gaben tiber Emulsine aus den Samen der Sojabohnen (Glycine Soja), 
aus den Kernen der Mandarine (Citrus nobilis) und der Sipkirsche 
(Prunus avium). 

Als Substrate dienten #-Phenol-d-glucosid und £-Phenol-d-galak- 
tosid, um einen Vergleich der beiden wichtigsten, dem Emulsin zu- 
kommenden spezifischen Wirkungen zu erméglichen. Es zeigte sich, 
da das Enzympraparat aus den Steinen der Kirschen die gré8te Ahn- 
lichkeit mit den bisher naher bekannten Emulsinen der Mandeln und 
Pflaumen aufweist, wie das infolge der nahen Beziehung zwischen den 
Mutterpflanzen in der botanischen Systematik — sie gehéren zur gleichen 
Familie und Unterfamilie zu erwarten war. Neben viel #-Glucosi- 
dase ist nur wenig f-Galaktosidase zugegen. Davon verschieden verhalt 
sich das Emulsin aus den Kernen der Mandarinen; es enthalt, ebenso 
wie das aus den Hagebutten isolierte Praparat, nur wenig /-Glucosidase. 
Aus den Sojabohnen wurde ein Praparat gewonnen, das nur /-Galakto- 
sidase zerlegte. 

Versuche. 

Saubere Kerne deutscher SiuBkirschen wurden zerschlagen und die 
Steine nach dem Trocknen gemahlen. Das gleiche geschah mit den 
enthauteten Kernen der Mandarinen sowie mit den Sojabohnen. Nach 
Entfettung durch Alkohol und Ather wurde das grobe Pulver scharf 
getrocknet und nochmals fein gemahlen. Das auf diese Weise erhaltene 
Material wurde alsdann in Anlehnung an die Angaben von R. Will- 
statter und W. Csdnyi (|. c.) mit n 20 NH,-Lésung behandelt. Aus der 
nach Zentrifugieren gewonnenen Fliissigkeit wurde durch Ansauern mit 
Essigsiure EiweiB ausgefallt und nach Entfernung desselben aus dem 


' Ausfiihrliche Literatur bei C. Oppenheimer, Die Fermente und ihre 
Wirkungen, 5. Aufl., 1, 590, Leipzig 1925. > E. Hofmann, diese Zeitschr. 
267, 309, 1933. 
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Filtrat mit Alkohol ein Niederschlag erzeugt, der durch Zentrifugier: 
gesammelt und mit Alkohol und Ather gewaschen wurde. 

Das auf diese Weise aus den Kernen der Kirschen und Mandarin 
erhaltene Praparat diente direkt fiir die Versuche. Wegen der geringen 
Aktivitat des aus den Sojabohnen dargestellten Pulvers wurde dassel|y 
zunachst nochmals in Wasser aufgenommen, der nicht in Lésung ge. 
gangene Teil durch Zentrifugieren entfernt, und aus der klaren Lésung 
das Ferment wiederum mit Alkohol niedergeschlagen. 


1. Versuche mit Emulsin aus Kirschkernen. 

Aus 35 g getrockneten, gemahlenen und entfetteten Kernen erhielt 
ich 2,8 g Fermentpulver. Es diente fiir die folgenden Versuche. 
Ansatz 1: 0,05g Ferment + 10cem m/10 Acetatpuffer, pH = 4,7 

4 Tropfen Toluol. 
» 2: Wie 1. + 0,1 g #-Phenol-glucosid. 
3: Wie 1. + 0,1 g f-Phenol-galaktosid. 

Die Ansatze wurden bei 37° aufbewahrt, die durch Hydrolyse 

abgespaltenen Zucker nach 1, 2 und 3 Stunden Fehling bestimmt 





mg Cu aus 2¢em nach mg Zucker in 2cem nach Spaltung in 9/9 nach 











Ver- Stunden Stunden Stunden 
such a —— ———— 
1 2 3 1 2 3 1 2 3 
1 " ee ee ees ee ee ah et oe 
2 22,2 34,3 37,5 10,4 16,0 17,4 48,2 74,1 80,7 
3 6,2 11,2 14,5 2.6 4,7 6,2 11,2 22.1 26.6 
Ansatz 4: 0,05 g Fermentpulver + 10cem m/10 Acetatpuffer, pa = 4,7 
4 Tropfen Toluol. 
» 5: Wie 1. + 0,3¢ Lactose. 
» 6: Wie 1. + 0,3 g Cellobiose. 


Die Ansatze 4 bis 6 wurden ebenfalls bei 37° digeriert. Zu Beginn 
und nach 18 Stunden wurden je 3cem Versuchslésung mit 1 ccm 
n Sodalésung vermengt, die Mischungen filtriert und die Drehungen 
der Filtrate im 1-dm-Rohr gemessen. 





« im 1dm-Rohr 





. Drehungsinderung Spaltung in ‘ 
Versuch i ay : me 3 St, 
zu Beginn nach 18 Std. nach 18 Std. nach 18 Std. 
4 — 0,15° — 0,15° 0,0° _ 
5 + 0,95 + 1,08 0,13 37,2 
6 + 0,65 + 1,02 0,37 78,3 


Ahnlich wie durch die bekannten Emulsine aus Mandeln und 
Pflaumen werden auch durch das Praparat aus Kirschkernen /-Phenol- 
glucosid und Cellobiose rascher als $-Phenolgalaktosid und Lactos: 
hydrolysiert. 
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2. Versuche mit Emulsin aus Mandarinenkernen. 


Aus 10g der getrockneten, gemahlenen und entfetteten Kerne 
Ertrag: 0,5 g Emulsin. 
1. 0,05 g Ferment + 10cem m/20 Acetatpuffer, py -= 4,7 + 4 Tropfen 
Toluol. 
2. Wie 1. + 0,1 g £-Phenol-glucosid. 
Wie 1. + 0,1 g¢ Salicin. 
. Wie 1. + 0,1 g f-Phenol-galaktosid. 


— oO 


Die Ansitze standen bei 37°. In 2-cem-Proben wurden die frei- 
gewordenen Zucker von Zeit zu Zeit mit Fehlingscher Lésung ermittelt. 





: mg Cu aus 2¢cm nach mg Zucker in 2cem nach Spaltung in ©’) nach 
Ver- Stunden Stunden Stunden 
such ——_———— - _ - . ——— en 
5 21 45 5 21 45 5 21 45 
1 0,0 0,0 0.0 0.0 0,0 0.0 o— = roe 
2 0,0 — 3,2 0,0 — 1,5 0,0 -- 10,7 
3 0,0 0,95 2,5 0,0 0,4 1,1 0.0 28 8.1 
4 6,7 15,9 22,9 3,5 8,3 11,9 22.4 533 | 76,8 


6-Phenol-galaktosid wurde weitgehend, das entsprechende Glucosid 
sowie Salicin in geringem Mabe, sieben- bis zehnmal schwacher, 
spalten. 


we. 
ee 


3. Versuche mit Emulsin aus Sojabohnen. 


Aus 150g schwarzen Sojabohnen (ungarischer Herkunft) wurden 
6,5 g Fermentpulver gewonnen, das nach der schon oben erwahnten 
zweiten Reinigung 1,8 g Emulsin ergab. 

Ansatz 1: 0,1 gEmulsin + 10 cemm/10 Acetatpuffer, py = 4,7 + 4 Tropfen 
Toluol. 
» 2: Wie 1. + 0,1 g /#-Phenol-glucosid. 
» 3: Wie 1. + 0,1 g f-Phenol-galaktosid. 

Bestimmung freigewordenen Zuckers in Proben von 3 cem der bei 

37° aufbewahrten Ansitze. 








mg Cu aus 3cem nach mg Zucker in 3cem Spaltung in °’) nach 
Versuch Stunden nach Stunden Stunden 
48 96 48 96 ‘ 48 96 
1 4,1 49 0,0 0,0 0 0 
2 4,1 5,0 0,0 0.1 0 0 
3 36,2 43,4 16,9 20,2 73,0 90,8 


Durch das Ferment wurde lediglich $-Phenol-galaktosid, und zwar 
zu 91%, zerlegt; das entsprechende Glucosid wurde gar nicht an- 
gegriffen. 


Biochemische Zeitschrift Band 272. 98 

















Uber die enzymatische Spaltung der Cellobiose-carbonsiure. 
Von 
Carlo Cattaneo, 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 27. Juli 1954.) 


Man weib, daB Di-saccharid-derivate, die im Molekiil diesel!) 
Zahl Kohlenstoffatome beherbergen wie die unveranderten Zucke: 
oft, aber nicht regelmaBig, die prinzipiell gleiche enzymatische Spaltuny 
erfahren kénnen, wie die zugrunde liegenden Zucker. 

Es ist nur eine einzige Untersuchung dariiber bekannt, wie sich di 
durch Molekiil-vergr6Berung mittels der Cyanhydrinsynthese aus 
Di-sacchariden erzeugten Sauren Fermenten gegeniiber  verhalten. 
P. Pratesi* hat im hiesigen Institut gezeigt, daB die Lactose-carbonsaur 
durch die $-Galaktosidase aus Saccharomyces fragilis sowie durc| 
das gewOhnliche Emulsin der bitteren Mandeln hydrolysiert werden kann, 
und analoges fand er beziiglich der Maltose-carbonsaure, die durch, 
Hefenmaltase in Glucose und Glucoheptonsiure zerlegt wird. 

Ich habe nun gepriift, ob die Cellobiose-carbonsdure von Enzymen 
angegriffen wird. Diese meines Wissens bisher nicht dargestellte Ver- 
bindung hat die Formel Cj; H,,0j5: sie kann aus Cellobiose durch An- 
lagerung von Blausdure erhalten werden. Das so bereitete Substrat 
bietet keine Gewahr fiir sterische Einheitlichkeit, da bei der Reaktion 
zwei Isomere entstehen kénnen. Ohne Riicksicht auf diese Frage halx 
ich das Material benutzt, das als Bariumsalz von der richtigen Zusammen- 
setzung (Cy).H,,0,,.COO),Ba gewonnen werden kann. 

Es ergab sich, daB die der Maltose-carbonsaure isomere Cellobios¢ 
carbonsaéure schwach von Emulsin, gut durch einen Malzauszug zerlegt 
wird. Mit dem zuletzt genannten Fermentmaterial wurden Hydro- 
lysengrade von 70 bis 90°, erzielt, je nachdem das Barium- oder das 
daraus bereitete Natriumsalz der 13-Kohlenstoffsiure verwendet wurde 

Uber einige Eigenschaften der Cellobiose-carbonsaure, die, wie schon 
erwahnt, in Form ihres Bariumsalzes in analytisch reiner Form vorlag, 
werden im folgenden einige Angaben gemacht. 


1. Darstellung des Substrates. 
Die Cellobiose wurde durch Abbau von Cellulose (Watte) mitte!s 
Essigsiureanhydrid und H,SO, nach den Angaben von Freudenberg > 


1 P, Pratesi, diese Zeitschr. 267, 238, 1933. — * K. Freudenberg, Ber. 
54, 767, 1921. 
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2nzymatische Spaltung der Cellobiose-carbonsaure. ‘ 
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und durch katalytische Verseifung des Octo-acetats nach Zemplén! 
yewonnen. Der Schmelzpunkt des Zuckers lag bei 225°, 
Drehung betrug + 34,6°. Diese Daten stimmen mit den Angaben der 
Literatur iiberein. 

50 g Cellobiose wurden in einer Glasstépselflasche in 110 eem Wasser 
gelést. Nach Zusatz von 50 cem 12 °,iger wasseriger Lésung von Blau- 
siure sowie von 6 Tropfen konz. Ammoniak blieb das Gemisch 24 Stunden 


seine spezifische 


bei Zimmertemperatur sich tiberlassen. Die Fliissigkeit fairbte sich nach 
einigen Stunden gelb und zum SchluB gelbbraun. Durch Erwarmung 
auf dem Wasserbade wurde der UberschuB an Blausaure verjagt, 
sodann wurden 50 cem einer heiB gesattigten Barytlésung hinzugefiigt 
und die Lésung bis zum Verschwinden des Ammoniaks gekocht. Darauf 
wurde das Barium mit der berechneten Menge H,SO, ausgefallt und 
das BaSO, abzentrifugiert. Da die erhaltene Lésung noch reduzierte, 
wurde die Séure tiber das Bleisalz gereinigt. Auf Rat von Prof. Neuberg 
habe ich dazu ein Bleisubacetat verwendet, das vorher zur Erreichung 
einer geniigenden Basizitét mit Ammoniak bis zur leichten Triibung 
versetzt und darauf filtriert war. Das sich gut und vollstandig ab- 
scheidende Bleisalz wurde abgesaugt und griindlich mit warmem Wasser 
gewaschen, sodann in Wasser suspendiert und durch Einleiten von 
H,S zerlegt. Dann wurde abgesaugt und das Filtrat im Vakuum bei 40° 
eingeengt, mit etwas Tierkohle geschiittelt, nach dem Filtrieren mit 
BaCO, erst in der Kalte, dann in der Warme neutralisiert. Die durch 
Zentrifugieren geklarte Lésung des Bariumsalzes wurde tropfenweise 
zur sieben- bis achtfachen Menge Aceton gegeben. Das gut ausgefallene 
Bariumsalz wurde abgesaugt, mit Aceton gewaschen und rasch im 
Vakuumexsikkator getrocknet. Nach Wiederaufnahme in Wasser 
und Fallung durch Aceton sowie nach Wiederholung dieser Behandlung 
wurden 46 g Bariumsalz der Cellobiose-carbonsdure erhalten. 

AuBer Aceton ist zur Fallung nur noch Methylalkohol geeignet, 
wenn man etwas Bariumbromid hinzufiigt; die iibrigen gebrauchlichen 
organischen Lésungsmittel gaben nur schlecht filtrierbare Emulsionen. 

Die (mit Tierkohle nicht behandelte) feste Substanz war ganz 
schwach gelblich, in Wasser war sie leicht léslich. Sie reduzierte Fehling- 
sche Mischung erst nach Hydrolyse, die beim Kochen mit Salzséure 
in einigen Minuten eintritt. 

Zur Analyse wurde die Verbindung bei 110° im Hochvakuum getrocknet. 


5,575 mg Substanz: 7,140 mg CO, und 2,700 mg H,O. 


1,3228 g ca 0,3333 g BaSQ,. 
(C,,H,,0,,).Ba. Ber.: C = 34,2, H = 5,1, Ba = 15,0%; 
(911,7) gef.: C = 34,8, H = 5,4, Ba = 14,8%. 
[a]p = + 3,87° (c = 3,096, 7 = 1, a = + 0,12°). 


Die aus dem Bariumsalz frei gemachte Saure drehte noch schwacher. 


1 G.Zemplén, Ber. 59, 1254, 1926. 
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2. Fermentative Hydrolyse der Cellobiose-carbonsdure. 


a) Mit verschiedenen Fermentpraparaten. 

In Hinblick auf die Struktur der Cellobiose-carbonsaure als das 
Derivat einer f-Glucosido-glicose habe ich zunachst einige Ferment- 
praparate gepriift, deren Gehalt an £-Glucosidase bekannt ist. Bei der 
fiir die Cellobiase als optimal geltenden Wasserstoffionenkonzentration 
von pu 5 bis 6 habe ich jedoch mit Takadiastase und Saccharomyces 
fragilis keine meBbare Hydrolyse des Substrates wahrnehmen kénnen. 
Bei den Versuchen mit Emulsin konnte nach mehrtagiger Einwirkung 
das Auftreten reduzierender Substanz in den Ansiatzen beobachtet 
werden; sie stammt nicht etwa aus dem Fermentmaterial, wie der 
Blindversuch lehrt. Die quantitativ festgestellte Hydrolyse betrug 
jedoch nicht mehr als 5 bis 6°, einerlei ob das Substrat als Na- oder 
Ba-Salz vorlag. (Mit Cellobiose als Substrat bewirkte Emulsin unter 
den gleichen Bedingungen eine Hydrolyse bis zu 40%.) 


b) Mit Malzauszug. 


Der Malzauszug wurde in Anlehnung an die Angaben von R. Weiden- 
hagen' aus 300 g fein gemahlenen Darrmalzes (SchultheiB-Patzenhofer) 
hergestellt. Nachdem dasselbe in 700 ccm Wasser suspendiert, mit 
20 cem Toluol versetzt und 3 Tage auf der Maschine geschiittelt worden 
war, wurde koliert sowie filtriert; durch vorsichtiges Einengen im 
Vakuum bei 30 bis 35° wurden etwa 80 ccm Fermentlésung gewonnen. 
Nachdem diese 48 Stunden in Kollodiumsackchen gegen Leitungswasser 
dialysiert war, enthielt sie keine reduzierenden Substanzen mehr. 
Mit dieser Fermentlésung wurden die folgenden Versuche angesetzt: 
1. 10cem Malzauszug? + 10cem m/5 Acetatpuffer, py = 5,3 + 10 ccm 

Wasser + 1 cem Toluol. 


2.10 ,, Malzauszug + 10cem m/5 Acetatpuffer, px = 5,3 + 10 ccm 


5,7 °>iger Lésung von cellobiose-carbonsaurem Barium + 1 ccm 
Toluol. ; 

3.10 ,, Malzauszug + 10cem m/5 Acetatpuffer, pH = 5,3 + 10 ccm 
3,15 °% iger Lésung cellobiose-carbonsaurem Natrium’® + 1 cem 
Toluol. 

4. 10 ,, cellobiose-carbonsaures Natrium + 10cem m/5 Acetatpuffer, 


pu = 5,3 + 10cem Wasser + 1 cem Toluol. 


Die Gemische wurden bei 37° aufbewahrt und die Hydrolyse 
durch Bestimmung des Reduktionsvermégens gegen Fehlingscli 
Lésung nach der Methode von Lehmann-Maquenne festgestellt. 


1 R. Weidenhagen, Zeitschr. d. Ver. Deutsch. Zuckerind. 80, 11, 1930. 
2 Enthaltend 82 mg Trockensubstanz. — * Aus dem Bariumsalz dure! 
genaue Umsetzung mit Na, SO, bereitet. 
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mg Cu aus 5cem Lisung mg Glucose aus 5cem Spaltung in °%/9 nach 
Ver- nach Stunden Losung nach Stunden Stunden 
such — ipsa Sissies 


8 30 48 63 8 30 48 63 8s | 3% | 4 | 6 








1 15/| 40! 69! 691068) 18} 32! 32/1 - = — ane 
2 2.5 | 30,2 | 58 58 1,1 15 294 294) — 852 69,8 69,8 
2.2 253 | 47,4 | 47,410 | 12,5) 23,8 | 238) — 465 89,4 89,4 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 


# Oo 


Das py der Lésungen blieb wahrend der Versuchsdauer un- 
verandert. 

Bemerkenswert erscheint, da die Cellobiose-carbonsaéure nicht 
durch dieselben Enzympraparate zerlegt wird wie die Cellobiose ; 
mindestens sind Spaltungszeit und Hydrolysengrad trotz optimalem px 
verschieden. 














Abbau der linksdrehenden Mono-phosphoglycerinsiure 
durch frische untergirige Hefe. 
Von 
W. Schuchardt und A. Verecellone. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 27. Juli 1934.) 


Frische Oberhefe, Mazerationssaft aus Trocken-unterhefe und dies: 
selbst bewirken eine Umwandlung der Phosphoglycerinsaure in Brenz.- 
traubenséure!. Es hat sich gezeigt, daB auch mit frischer untergdrige) 
Hefe derselbe Effekt erzielt werden kann. 

1. 20cem m/10 Natriumsalz der Phosphoglycerinsaure, 

2g frische Patzenhofer Unterhefe, 
2cem Toluol. 

2. 20cem Wasser, 

2g frische Patzenhofer Unterhefe, 
2cem Toluol. 





Gebildete 


Abgespalten | Brenztranben- PH 
Nach Std. p* _— “ Srthithitin..ccchcoos a 
| 0}, 1 2 
0 0 — 6,8 6,7 
21 55,é -—— _ — 
69 69,3 40,3 _ — 
117 76,1 48,8 6,7 6,5 


* Die im freigewordene abgespaltene Phosphorsdure ist beriicksichtigt. 


Die Brenztraubenséure wurde auf itibliche Art als 2, 4-Dinitro- 
phenylhydrazon isoliert; dasselbe lag nach Umfallung aus der Lésung 
in Soda durch Salzsaure in reinem Zustande vor. 


1 ©, Neuberg u. M. Kobel, diese Zeitschr. 260, 241, 1933; 263, 219, 1933. 











Weiteres iiber die Vergirung 
der Glycerinsiure-di-phosphorsiure durch Hefe. 
Von 
W. Sehuchardt und A. Vereellone. 
ey (Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 27. Juli 1934.) 


dies: Wie C. Neuberg, W.Schuchardt und A. Vercellone! gezeigt haben, 
renz- kann die GJycerinséure-di-phosphorsiure mit Hefen-mazerationssaft, 
rige? analog der Glycerinsdéure-mono-phosphorsaure, in Brenztraubenséure 


iibergefiihrt werden. Diese Umwandlung!, die bis zu 55°, der Theorie 
reichte, ist bei einem px von 5 (Acetatpuffer) bewerkstelligt. Bei einem 
Anfangs-py von rund 5,5 gelang auch der weitere Abbau zu <Acet- 
aldehyd und dessen Umwandlungsprodukten, und zwar am besten in 


Ansatzen ohne Pufferzugabe. Erhalten wurden — ahnlich wie bei der 
Vergarung von Glycerinsdéure-mono-phosphorséaure? — neben 61% 


Kohlendioxyd 17°, Acetaldehyd und 16°, Acetoin. Das Defizit, das 
gegentiber der abgespaltenen Menge Kohlendioxyd besteht, diirfte 
durch Stoffe einer dismutativen Umwandlung des Acetaldehyds gedeckt 
werden; dementsprechend beobachteten wir eine eindeutige Bildung 
von Athylalkohol. 

Inzwischen haben wir auch gefunden, da8 B. coli frisch und als Trocken- 
praparat aus Di-phosphoglycerinséure Phosphorséure abspaltet und Brenz- 
traubensaure hervorbringt. 

Die Versuche sind mit Mazerationssaft aus Patzenhofer Trocken- 
hefe ausgefiihrt. Da die Resultate ohne Verwendung von Puffer giinstiger 

itro- waren, brachten wir den Hefesaft einfach mit n H,SO, auf pu = 5,5. 

sung licem einer Lésung des neutralen di-phosphoglycerinsauren 
Kaliums (9,5 mg Phosphor in 1 cem) wurden im Faust-Heimschen 
Verdunstungskasten eingetrocknet. Der Riickstand wurde in 50 cem 

1933. unverdiinntem Mazerationssaft gelést. Dreimal je 15 ccm dieser Fliissig- 
keit wurden unter Zugabe von 0,15 ccm Toluol 16 Stunden bei 37° 
geschiittelt. In ebensoviel Vergleichsproben mit Saft ohne Substrat 
war keine Selbstgérung wahrzunehmen. 

In den Hauptansatzen sind 10,5, 10,4 und 10,1 cem CO, (25°, 
759 mm) entwickelt worden. 

Der Acetaldehyd wurde in iiblicher Weise mit Wasserdampf itiber- 
destilliert, qualitativ mit Nitroprussidnatrium-Piperidin nachgewiesen 


1 C, Neuberg, W. Schuchardt u. A. Vercellone, diese Zeitschr. 271, 229, 
1934. — ? C. Neuberg u. M. Kobel, ebenda 263, 219, 1933. 
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und quantitativ als 2, 4-Dinitro-phenylhydrazon bestimmt. Bei B« 
handlung des Hydrazons mit heiBem, 94°,igem Alkohol, wie sie vo) 
Simon und Neuberg! vorgeschrieben ist, verblieben auf dem Filtertieg 
unlésliche Kristalle, die sich durch ihre typische Violett-farbung bb 
Auflésung in alkoholischer Kalilauge als ein Osazon zu erkennen gabe: 
Dieses Dinitro-phenylosazon? war aus Acetoin hervorgegangen; letztercs 
wurde auch nach Lemoigne-van Niel als Nickel-dimethylglyoxi: 
(typische rote Nadeln) nachgewiesen. 

Aus l5cem des Reaktionsgemisches waren (s. 8.435) im Mitte! 
10,33 ecm CO, frei geworden, die eine Ausbeute von 61,2 °% an Kohlen- 
dioxyd anzeigen. (In Versuchen mit Acetatpuffer bei pa = 5,0 waren 
39,6 bis 42,5° CO, festgestellt.) 

In 50cem des Ansatzes fanden wir 17,4mg Acetaldehyd und 
15,8 mg Acetoin, d. h. 17;2°, bzw. 16,0 der Theorie. 

In einem anderen analogen Ansatz waren 17,3°, der Theorie an 
Athylalkohol bei Entwicklung von 42,5 % CO, entstanden. Das Athanol 
ist nach Zetsel-Fanto bestimmt und der im Saft vorgebildete Weingeist 
(28,9°, der Gesamtmenge) natiirlich in Rechnung gezogen. 

1 E. Simon u. C. Neuberg, diese Zeitschr. 232, 479, 1931. — ? Vgl. 
B. Tanké, ebenda 247, 482, 1932. 
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Verhalten von optisch aktiver Mono- und Di-phospho- 
glycerinsdure gegeniiber Erythrocyten verschiedener Herkuntft. 
Von 


W. Schuchardt und A. Vereellone. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 
(Eingegangen am 27. Juli 1934.) 

An der synthetischen Glycerinsdure-mono-phosphorsdure hat 
M. Vogt! gezeigt, daB die Esterbindung zwischen den beiden Saure- 
komponenten durch Phosphatasen pflanzlicher und tierischer Herkunft 
gelést wird. G. Embden, H.J. Deuticke und G. Kraft® teilten einige 
Jahre spater mit, daB auch die natiirliche Phosphoglycerinséure von 
Fermenten tierischer Zellen angegriffen wird und daB neben Phosphor- 
siure dabei Brenztraubensdure auftritt: diese Befunde sind dureh 
O. Meyerhof und W. Kiessling? bestatigt und erweitert worden. Die 
Uberfithrung der linksdrehenden Mono-phosphoglycerinsaiure in Brenz- 
traubensdure wird durch Fermente pflanzlichen Ursprungs ebenfalls 
bewirkt, wie von C. Newberg und M. Kobel, C. Antoniani, C. Cattaneo 
beschrieben worden ist 4. 


Die Di-phosphoglycerinsdure verhalt sich anders. Nur mit Mikroben 
ist bisher ihre Umwandlung in Brenztraubenséiure bzw. in deren Um- 
setzungsprodukte Acetaldehyd und Acetoin gelungen. Gegen Fermente 
aus tierischen Zellen weist die Di-phosphoglycerinséure oft eine be- 
merkenswerte Resistenz auf. 


Nach H.Jost®, der sich zuerst mit dieser Frage beschaftigt hat, ver- 
ursacht lediglich Nierenphosphatase eine rasche und weitgehende Hydrolyse 
(bis 92%), wahrend andere Phosphatasen weit geringere Mengen Phosphor- 
siure in Freiheit setzen, so das Ferment aus Muskulatur 6,8 bis 8,9°%, 
Leber 14,2 bis 16,9, Blut 1,079. Diese Versuche sind mit Gewebebrei 
und Blut von Kaninchen ausgefiihrt worden. GemaéB O, Bodansky und 
H. Bakwin® ist auch Darm-phosphatase von Ratte und Rind kraftig wirksam 
(nach 24 Stunden werden 80 bis 90% P abgespalten); die selben Autoren 
teilen auch mit, daB8 hamolysiertes Vollblut (Serum und Erythrocyten) 
nach 10 Tagen die Di-phosphoglycerinséure vollstaéndig hydrolysiert. 
Wenn man die saurelésliche Phosphorfraktion aus Blut als Di-phospho- 
glycerinsiure betrachten will, so stehen die von Jost mit Blut erhobenen 
Befunde im Einklang mit denen von MW. Martland, F.S.Hansman und 


1 M. Vogt, diese Zeitschr. 211, 1, 1929. — * G. Embden, H. J. Deuticke 
u. G@. Kraft, Klin. Wochenschr. 12, 213, 1933.—* O. Meyerhoj u. W. Kiessling, 
diese Zeitschr. 264, 40, 1933. — 4 C. Neuberg u. M. Kobel, ebenda 260, 241, 
1933; 263, 219, 1933; C. Antoniani, ebenda 267, 376, 1933; C. Cattaneo, 
ebenda 267, 456, 1933; 270, 382, 1934. — ° H. Jost, H. 165, 207, 1927. 
— &§ OQ. Bodansky u. H. Bakwin, J. of biol. Chem. 104, 747, 1934. 

















438 W. Schuchardt u. A. Vercellone: 


R. Robison', die nach Zugabe der erwahnten Phosphorfraktion zu lack- 
farbenem Blut keine vermehrte Phosphorséure-abspaltung konstatiert 
haben. Etwas starkere Hydrolysengrade sah J. Roche?, der mit Phospha- 
tasen aus Blut und Organen vom Pferd folgende P-Abspaltungen aus dem 
Natriumsalz der Di-phosphoglycerinséiure beobachtete: mit roten Blut- 
kérperchen 8,7%, mit Leukocyten 17,4%, Serum 13,7%, Knochen 14%, 
Niere 9,1°, und Darm 13,3°,. Nach bemerkenswerten Darlegungen die 
inzwischen A. E.Braunstein® gemacht hat, ist die Di-phosphoglycerinséure 
gegen das Enzym der Erythrocyten widerstandsfahig; er schlieBt dies aus 
dem Ausbleiben einer Brenztraubenséurebildung in seinen Haimolysaten und 
erklart diesen Umstand durch die Annahme, da zwar nicht eigens zugesetzte, 
aber in den Hamolysaten wohl an sich vorhandene Di-phosphoglycerinsaéure 
ein dem weiteren Abbau unzugiingliches Stabilisierungs-produkt* sei, das 
(unter seinen Versuchsbedingungen) auch durch partielle Dephosphorylierung 
nicht wieder in spaltungsfaihige Phosphoglycerinsiure iibergefiihrt wird. Die 
Mono-phosphoglycerinséure fand er zum Abbau durch hamolysierte Erythro- 
cyten von Tauben und Kaninchen befahigt, die ebenso wie andere normale und 
pathologische Zellen von Tauben, Kaninchen, Ratten und Fréschen Brenz- 
traubenséure lieferten. Bei intakten Erythrocyten (von Kaninchen und 
Tauben) vermi®Bte er, in voller Bestatigung der Angaben von H. K. Barren- 
scheen und H. Beneschovsky®, jeden Einflu8 auf Mono-phosphoglycerinséure, 
wenigstens in bezug auf Brenztraubenséure-bildung; ob phosphatatische 
Hydrolyse erfolgt war, ist nicht erwahnt. 

Bei den widersprechenden Angaben, die in der Literatur vorhanden 
sind, schien uns eine Untersuchung itiber das Verhalten der Mono- und 
Di-phosphoglycerinsdure  gegeniiber hdmolysierten Erythrocyten — ver- 
schiedener Herkunft angebracht. Wir verfolgten die Phosphorsaure- 
abspaltung und priiften zugleich auf Entstehung von Brenztrauben- 
siure. Beidem durch uns innegehaltenen, den natiirlichen Verhaltnissen 
angenahert entsprechenden px von ungefahr 6,5 und 7,5 wurde die 
Di-phosphoglycerinsaure durch hamolysierte Tauben-Erythrocyten nur 
auBerordentlich schwach angegriffen. Wir studierten deshalb die 
Wirkung der Hamolysate von Erythrocyten des Rindes, Pferdes, Schweines, 
Hammels, Kaninchens, der Taube und des Huhnes. Die Fermente aller 
Erythrocyten waren bei unseren Versuchsbedingungen ohne starkere 
Einwirkung auf die Di-phosphoglycerinsaure, indem die Phosphorsaure- 
abspaltung im Héchstfalle 6% betrug. Im Gegensatz dazu wurde in 
Parallelversuchen die Mono-phosphoglycerinséure durch die selben 


1 VM. Martland, F.S. Hansman u. R. Robison, Biochem. J. 18, 1152, 


1924. — 2 J. Roche, Bull. Soc. Chem. Biol. 18, 841, 1931; C. r. Soc. Biol. 
107, 1144, 1931. — 3 A. EB. Braunstein, diese Zeitschr. 272, 21, 1934. 


* DaB jedoch Di-phosphoglycerinséiure enzymatisch abgebaut werden kann, 
lehren die Versuche von C. Newberg, W.Schuchardt u. A. Vercellone (diese 
Zeitschr. 271, 229, 1934), sowie solche der beiden letztgenannten Autoren 
(ebenda 272, 435, 1934); vgl. hierzu auch J. K. Parnas, P. Ostern u. 
T. Mann, ebenda 272, 69, 1934. — > H. K. Barrenscheen u. H. Beneschovsky, 
diese Zeitschr. 265, 159, 1933. 
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Verhalten v. Mono- u. Di-phosphoglycerins. gegen versch. Erythrocyten. 439 


Erythrocyten-arten starker, zum Teil betrachtlich (bis 90°,), phos- 
phatatisch zerlegt und beim Tauben- und Schweineblut eine reichliche 
Ansammlung von Brenztraubensaure konstatiert. Diese Beobachtungen 
stellen hinsichtlich des Taubenblutes eine Bestatigung der Angaben 
von Braunstein dar; den bei ihm positiven Ausfall der Versuche mit 
Erythrocytenfermenten des Kaninchens haben wir in unseren Versuchen 
vermiBt. Dagegen gelang uns der Nachweis, das Himolysate von roten 
Blutkérperchen des Schweines Brenztraubensaure erzeugen. 


Frisches defibriniertes Blut wurde zentrifugiert und die Erythro- 
eytenschicht mit Ringerlésung an der Zentrifuge gewaschen. Sie wurde 
dann mit der dreifachen Menge Wasser hamolysiert. Die eine Halfte 
wurde auf dem vorhandenen py belassen, die andere dagegen mit n/10 
H,SO, auf ein px von ungefahr 6,5 gebracht. Mit diesen Hamolysaten 
wurden folgende Versuche bei 37° angesetzt: 


1. 0,5cem neutr. Kaliumsalz-lésung der Di-phosphoglycerinsaure 
(9,5 mg P in 1 cem), 
a Erythrocytenhamolysat, 
0.5 ,, Toluol. 
(pu 7,3 bis 8,0.) 
2. 0,5cem K-Salz-lésung der Di-phosphoglycerinsaure, 
ae Erythrocytenhamolysat, 
| ae Toluol. 
(Px 6,3 bis 6,6.) 
3. 1 cem Na-Salz-lésung der Mono-phosphoglycerinsaure (7,75 
mg P in 1 cem), 


IO.) Blutkérperchenhamolysat, 
1 " Toluol. 
(pu = 7,3 bis 8,0.) 


4. 1 cem Na-Salz-lésung der Mono-phosphoglycerinsaure, 
10 ~~, ~—- Blutkérperchenhamolysat, 
a as ee 
(pu = 6,3 bis 6,6.) 
5. 1 cem Wasser, 
10, ~—- Blutkérperchenhamolysat, 
1 ,, =‘ Toluol. 
(pu = 7,3 bis 8,0.) 
6. 1 cem Wasser, 
10 = ,,.~—- Blutkérperchenhamolysat, 
ae: | 
(pu 6,3 bis 6,6.) 








W. Schuchardt u. A. Vercellone. 





Ansatz Nr. 1 2 


ab- ab- ab- ee ab- meet 
Blut- : gespal- | gespal- | gespal- Gebildete gespal- Gebildete 
kérperchen- Nach |) ‘tener tener tener Brenztrauben- tener Brenztrauben- 
hiimolysat P Pp P saure P saure 


von Std. 9/6 Olo 0 0 


Pferd | 16 0.0 0,2 5.6 0 
pr ae 0,5 1,9 ; 0 
; 18 0,3 0,6 8 0 
40 1,4 0,7 ai 0 
Hammel {, 16 0,9 11, 0 5, 0 
1} 40 16 | 195 0 0 


Schwein [| 16 ’ 0,0 33,9 (Reaktion+)) 21, (Reaktion +) 
bs | 40 0.8 | 388 (Reaktion +) 23, 92 1 
{ 
\ 


Rind 


18 0,0 0.4 0 7,6 0 
40 — 2.6 0 0 


20 } 1,6 89,1 (Reaktion +)) 36 (Reaktion +) 
40 _ 89,2 75,5 57,3 (Reaktion +) 


Kaninchen 


Taube 


20 , 4,4 14,7 0 ; 0 
40 y 6,3 18,9 0 5, 0 


f 
\ 
Huhn 


Der Phosphor wurde kolorimetrisch, die Brenztraubensaure als 
2, 4-Dinitro-phenylhydrazon bestimmt. 

Die in den Kontrollversuchen (von der Zusammensetzung nach 
5. und 6.) vorhandene P-Menge ist iiberall in Abzug gebracht. In den 
Versuchen mit Di-phosphoglycerinsiure konnte keine Brenztrauben- 
siure nachgewiesen werden. Die Priifung soll gelegentlich bei extremen 
H-Ionenkonzentrationen wiederholt und auf andere Phosphatasen aus- 
gedehnt werden. 
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Umstellung der Coli-girung auf reine Milchsiure-girung. 


Von 
Carlo Cattaneo und Carl Neuberg. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


Die Colibazillen gehéren zu den sogenannten unechten Milchsaure- 
bakterien, indem sie mit Zucker auBer zahlreichen anderen Verbindungen, 
wie Athanol, Essigséure, Kohlendioxyd und Wasserstoff, auch Milch- 
siure liefern. Diesen Vorgang hat A. Harden! friiher durch die For- 
mulierung 


2 C,H,,0, + H,O = C,H;OH + CH,.COOH + 2C,H,O, + 2CO, + 2H, 


zu veranschaulichen gesucht. Sie trifft jedoch, wie mehrfach dargetan 
worden ist, nur im Idealfall zu; im einzelnen entstehen die genannten 
hauptsachlichen Reaktionsprodukte — weitere sind auch beobachtet? — 
in wechselnden Mengenverhaltnissen, und zwar schwankend mit den 
Varietaten des Erregers und in Abhangigkeit von der Zusammensetzung 
der Nahrlésung sowie der Temperatur. Niemals findet eine reine Milch- 
siure-géarung statt, und widersprechende Angaben sind als Irrtiimer 
erkannt?. Nun haben £. Auhagen und C. Neuberg* sowie E. und 7’. Au- 
hagen® gezeigt, daB man die alkoholische Zuckerspaltung, die mit Hefe 
herbeigefiihrt wird, durch Zugabe von Glutathion auf Milchsaure- 
garung umschalten kann. Da diese Umstellung in hohem Ausmab, 
bis zu 61%, des umgesetzten Zuckers, gelingt, war damit zum ersten Male 
die Leistung der Hefe zu der eines wahrhaften Milchsaurebildners 
umgeformt. Auf Grund dieses Befundes und der Tatsache, daB B. coli 
sowohl Methylglyoxal bildet® als verarbeitet?, schien die Méglichkeit 
zu bestehen, daB man das Enzymsystem der Coli-bakterien beeinflussen 
und sie zu Erregern der reinen Milchsaiuregérung machen kann, wenn 
man Glutathion hinzufiigt. Dieses Peptid ist ja nach K. Lohmanns® Fest- 


1 4. Harden, J. Chem. Soc. 79, 610, 1901. 2 Vgl. C. Neuberg u. 
F.F. Nord, diese Zeitschr. 96, 133, 1919; HE. Aubel, C. r. 181, 571, 1925; 
J.H.Quastel, Biochem. J. 19, 641, 1925; H. Braun u. C. E. Cahn-Bronner, 
diese Zeitschr. 131, 272, 1922; R. P. Cook u. M. Stephenson, Biochem. J. 22, 
1368, 1928; W. C. de Graaff u. A. J. Le Févre, diese Zeitschr. 155, 313, 1925; 
M.A. Scheffer, Dissert. Delft 1928. — * K. P. Jacobsohn, diese Zeitschr. 
220, 461, 1930. 4 E. Auhagen u. C. Neuberg, diese Zeitschr. 264, 452, 
1933. — ° E.u. T. Auhagen, ebenda 268, 247, 1934. 6 Cl. Fromageot, 
ebenda 216, 467, 1929. 7 ©. Neuberg u. G. Gorr, ebenda 162, 490, 1925. 

8 K. Lohmann, ebenda 254, 332, 1932. 
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stellung als Co‘ferment der Ketonaldehydmutase anzusprechen, die 
ihrerseits das eigentliche Enzym fiir die Umwandlung intermediar 
entstehenden Methylglyoxals in Milchsaure darstellt. Die Hoffnung, 
mit dem erwahnten Vorgehen bei den Coli-bakterien zum Ziel zu ge- 
langen, hat sich erfillt. Mit gaserzeugenden, normalerweise ungefahr 
gemaB der Hardenschen Formulierung sich betatigenden Coli-bakterien 
trat bei der modifizierten Garfiihrung eine nahezu 100°(ige Bildung 
von Milchsdéure ein. Dabei muBte als Substrat hexose-di-phosphor- 
saures Salz und der Erreger in Massenkulturen angewendet werden. 
Diese wirkten am besten in Form ihrer durch Entwasserung bereiteten 
Trockenpraparate; aber auch mit reichlichen Mengen von frischen 
Bakterien lieB sich in Gegenwart von Toluol ein grundsatzlich gleiches 
Resultat erreichen. Die Ausbeuten an Lactat waren um 100% gréBer 
als bei Fehlen von Glutathion in den Garansatzen. 


Es sei itbrigens erwahnt, daB schon andere Beeinflussungen 
der Coligérung, namlich ihre Abinderungen im Sinne der 2. und 3. Ver- 
garungsform, gelungen sind ; durch Zugabe von Sulfit bzw. von Natrium- 
bicarbonat wurden Acetaldehyd, Glycerin und erhéhte Mengen von 
Essigsiure gewonnen!. 


In den vorerwahnten Arbeiten von Auhagen und Neuberg iiber die 
Umschaltung der alkoholischen Hefen-girung auf Milchséure-gairung 
hatte sich die in Substanz abgeschiedene Milchséure als die seltener 
vorkommende Raumform erwiesen; das seinerzeit analytisch und op- 
tisch rein erhaltene Zinksalz war das der d(—)-Milchséure. Im vor- 
liegenden Falle wurde das Lactat ebenfalls isoliert. Es war der Anti- 
pode und lag in véllig optisch reinem Zustande vor. Die 1(+-)-Milch- 
siure ist auBer im Tierkérper bei einfachen enzymatischen Prozessen 
gefunden”; neuerdings ist sie bei der Zuckervergirung durch den 
Lactobacillus sowie bei der Methylglyoxal-dismutation durch Tuberkel- 
und Timotheebazillen ebenfalls festgeste llt*. 

Zur Umwandlung in das Natriumsalz wurde hexose-di-phosphor- 
saures Calcium in wasseriger Suspension mehrere Stunden lang mit 
Natriumoxalatlésung geschiittelt. Die zentrifugierte Fliissigkeit, in 
der nur Spuren von Calcium-ionen vorhanden waren, enthielt auf Grund 
der P-Bestimmung 3,8 °, Natriumsalz. 


Mit dieser Lésung wurden die folgenden Versuche angestellt: 


1 OC. Neuberg u. F.F. Nord, a.a.O.; O. Fernandez u. T.Garmendia, 


Chem. Centralbl. 1924, I, 1813. — ? Literatur s. bei C. Newberg u. 
E. Simon in Oppenheimer-Pincussen, Methodik der Fermente 8, 1311, 
1928. — °C. Neuberg u. G. Gorr, diese Zeitschr. 173, 476, 1926; M. Kuroya, 


ebenda 235, 438, 1931. 
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1. Mit frischen Bakterien'. 
a) 100 ccm 3,8 %ige Na-hexose-di-phosphatlésung, 
20 g frische, so stark wie méglich abgepreBte Coli-bakterien, 
0,1 g Glutathion, 
3 cem Toluol. 
b) Wie a), nur ohne Glutathion. 
c) 100 cem 0,38 %ige Na-hexose-di-phosphatlésung, 
20 g frische Coli-bakterien, 
0,1 g Glutathion 5 cem Toluol. 
3 cem Toluol. 


d) Wie ¢), nur ohne Glutathion. 


Die Gemische wurden 60 Stunden bei 37° aufbewahrt. Die ge- 
bildete Milchséure wurde nach Friedemann, Cotonio und Shaffer er- 
mittelt. Stérende Substanzen wurden zuvor folgendermaBen beseitigt : 
Zunachst wurde EiweiB nach Schenk mit Sublimat und Salzsaure 
niedergeschlagen, dann das vorhandene Methylglyoxal nach Simon 
und Neuberg? durch 2, 4-Dinitro-phenylhydrazin entfernt? und das 
Filtrat in bekannter Weise mit Kupfer-Kalk entzuckert. Nach dem 
Absaugen wurde die Lésung mit CO, behandelt und mit Tierkohle 
entfarbt; das Filtrat wurde zur Entfernung eventuell vorhandenen 
Alkohols auf dem Wasserbade weitgehend eingeengt. Mit dieser Lésung 
wurden dann die Milchsdure-bestimmungen vorgenommen. Alle erwahn- 
ten Operationen wurden stets mit einem aliquoten Teil der genau gemes- 
senen Filtrate ausgefiihrt. 

Die in der Tabelle angegebenen Milchsaurewerte sind auf 20 ccm 
der urspriinglichen Ansadtze berechnet. Theoretisch kénnen in dieser 
Menge 290,6 mg Milchséiure bei Ansatz a) und b), und 29,06 mg bei 
Ansatz c) und d) zugegen sein. 





Tabelle. 
Gefundene Gebildete Gefundene Gebildete 
Ansatz Milchsaéure Milchsaure Ansatz Milchsdure Milchsaure 
mg 0/5 mg 0 
a 145,8 50,2 c 21,1 72.6 
b 67,6 23,2 d 9,6 33,0 


1 Fiir die Ziichtung im GroBen sind wir Frl. M. Reymann zu Dank 
verpflichtet. Verwendet wurde der Stamm Coli Bordeaux; derselbe ist 
sehr wirksam, er ist uns vor Jahren von Herrn Prof. £. Aubel in Paris 


freundlichst iiberlassen. — ? E. Simon u. C. Neuberg, diese Zeitschr. 232, 
479, 1931. — % Wie zu erwarten stand, war die Menge des Methylglyoxals 


in den Ansétzen ohne Glutathion deutlich, zum Teil erheblich. Bei den Ver- 
suchen mit Trocken-bakterien war der Ketonaldehyd in den glutathion- 
haltigen Gemischen iiberhaupt nicht aufzufinden. 
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2. Mit Trockenbakterien. 


Die Bakterien waren auf Tonplatten im Vakuumexsikkator iibe: 
P,O, 4 bis 5 Tage getrocknet. 
a) 100 cem 3,8 °% ige Na-hexose-di-phosphatlésung, 
20 g Trockenbakterien, 
20 cem m/5 Phosphatpuffer, py = 6,4, 
0,3 ¢ Glutathion, 
5 cem Toluol. 





b) 50 cem 3,8 %ige Na-hexose-di-phosphatlésung, 
10 g Trockenbakterien, 
10 cem m/5 Phosphatpuffer, py = 6,4, 
2,5cem Toluol. 


Die Ansaitze wurden nach 48stiindiger Digestion im Brutschrank 
(37°) so aufgearbeitet, wie zuvor angegeben ist. Die in der Tabelle 
angefiihrten Zahlen beziehen sich ebenfalls auf 20 ccm der Urlésung. 
Theoretisch kénnen 266,4 mg Milchséure entstehen. 





Tabelle. 
Gefundene Milchsiure Gebildete Milchstiure 
Ansatz F 
mg ‘10 
a 262,3 98,5 
b 133,3 50,0 
Bei der iiblichen Verarbeitung des Ansatzes 2a nach Neuberg und | 


Langstein auf kristallisiertes Zinklactat erhielten wir 1,8 g Rohprodukt. 
Ausbeute 86%. Die Verbindung war nach einmaligem Umkristallisieren 
schneeweiB und vollig rein. 


0,1505 g Substanz gaben: 0,0191 g H,O und 0,0441 g ZnO. | 
(C,H,O,),Zn + 2H,O. Ber.: H,O = 12,89%, ZnO = 29,11%; ( 
gef.: H,O = 12,69%, ZnO = 29,30%. 
0,2871 g des kristallwasserhaltigen = 0,25 g¢ des wasserfreien Salzes 
wurden in 10,0cem H,O gelést. [a]p = — 8,4° (x = 0;42°, i = 2, 
© s= 2,5), 


Die Ausfiihrung dieser Versuche ist uns durch die Unterstiitzung 
der Rockefeller Foundation in New York erméglicht, der wir uns zu 
besonderem Dank verpflichtet fiihlen. 
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Weiteres iiber Auftreten yon Triose beim desmolytischen 
Hexosenabbau durch Mikroben und héhere Pflanzen‘. 
Von 
Carl Neuberg und Maria Kobel. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


Vor einiger Zeit haben wir mitgeteilt?, daB sich unter der Ein- 
wirkung von Oberhefe die von Alteren Autoren (/wano/f, v. Euler, 
Warkany, Kluyver und Struyk sowie Dische) teils angenommene, teils 
in kleinem Umfange beobachtete und somit als Nebenreaktion betracht- 
bare Bildung von gebundener Triose in gutem Ausmab erreichen ]aBt. 
Die von uns befolgte Methodik schloB sich an die an, die wir friiher 
zur Isolierung von Methylglyoxal ausgearbeitet hatten®; sie war insofern 
abgeandert, als das Verhaltnis von Substrat zu Ferment verkleinert 
wurde. Den Beweis fiir das Vorliegen von gebundener Triose erbrachten 
wir, indem durch Destillation mit Schwefelsiure nach dem bewahrten 
und mannigfach (z. B. auch von Kluyver sowie Dische) benutzten Ver- 
fahren? von Newberg, Farber, Levite und Schwenk die gebundene Triose 
in Methylglyoxal iibergefiihrt und dieses neben den  praformierten 
Mengen des Ketonaldehyds ermittelt wurde. Dab der 3 Kohlenstoff- 
zucker auch unter unseren Versuchsbedingungen in Form eines Phosphor- 
siure-esters vorliegt, darf wohl als sicher gelten, nachdem Meyerhof 
und Lohmann® die Verbindung in Substanz isoliert, sie auch durch 
Cberfiihrung in Methylglyoxal charakterisiert und ihr Verhalten ein- 
gehend erforscht haben. Das Triose-phosphat kann als Muttersubstanz 
des Methylglyoxals angesehen werden. In allen Fallen, wo man eine 
Ansammlung von Substanzen der 3-Kohlenstoffreihen erreichen will, 
ist es, wie wir in unseren alten Arbeiten und erneut in der vorhin er- 
wihnten hervorgehoben haben, notwendig, aus dem glykolytischen 
Komplex das System der Co-Fermente auszuschalten, um die enzyma- 
tische Weiterverarbeitung der Intermediarprodukte hintanzuhalten. 
Es kommt dann ohne Anwendung von Abfangmitteln infolge der von 


1 Delivered at the Session of the Society of American Bacteriologists 
in Philadelphia, 1933. — * .M. Kobel u. C. Neuberg, diese Zeitschr. 269, 441, 
1934; dort auch die einschlagige Literatur auBer der Verweisung auf die 
wichtige, bis dahin nicht referierte und uns deshalb unbekannt gebliebene 
Abhandlung von Z. Dische, Akadem. Anz. d. Wiener Akadem. d. Wissensch. 
vom 19. Oktober 1933. 3 C'. Neuberg u. M. Kobel, diese Zeitschr. 
203, 463, 1928; 207, 232, 1929; 210, 466, 1929. 40. Neuberg., E. Farber, 
A. Levite und E. Schwenk, ebenda 83, 262, 1917; 224, 494, 1930. — 
> O. Meyerhof u. K. Lohmann, Naturwiss. 22, 134, 220 u. 452, 1934. 


Biochemische Zeitschrift Band 272. 29 
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uns als Ferment-ausschaltungs-verfahren gekennzeichneten Vorgang: 
zur Ansammlung der gesuchten Korper. 

Der Vorgang, durch den Methylglyoxal beim desmolytische: 
Zuckerabbau zu gewinnen ist, hatte sich als praktisch omnicelluli 
erwiesen, Es stand daher zu erwarten, da die Methylglvoxal-vorstuf 
die phosphorylierte Triose, ebenso haufig und leicht von Zellen ve: 
schiedenster Herkunft erzeugt wird. Diese Voraussetzung trifft zu!, 
und es verdient hervorgehoben zu werden, da gemaB unseren friilieren 
Beobachtungen? iiber die jahrzehntelange Bestandigkeit der Glykolas 
sich auch mit sehr lange aufbewahrten Praparaten die Entstehung 
bundener Triose erzielen ]4Bt. In den Enzymzubereitungen ist eben ein 
Differenzierung der Partialagenzien, zum Teil bei der Herstellung selbe: 
zum Teil beim Lagern erfolgt, weil die Stoffe mit co-enzymatischen 
Effekten am ehesten auBer Betrieb gesetzt werden. Mit Hilfe diese: 
Prinzipien gelang uns der Nachweis einer Bildung von gebundene: 
Triose bei der Desmolyse von Hexose-di-phosphat durch B. Delbriicks, 


B. coli, Aspergillus niger, Aspergillus fumaricus sowie — wie schon 
friiher (a.a.O.) erwihnt — auBerdem durch Zubereitungen von ge- 


keimten Erbsen und Saubohnen. Die héchsten Ausbeuten erreichten 
wir mit ausgewaschenen Alkohol-Ather-Praparaten von B. Delbriicki. 
Bei der Ausfiihrung unserer Versuche war der Befund von Meyerho/ 
und Lohmann noch nicht bekannt, daB das Gleichgewicht fiir den 
Cbergang in die Triose durch Temperaturerhéhung verschoben werden 
kann. Wir haben zumeist bei Zimmertemperatur (J8 bis 24°), gele- 
gentlich auch bei 37°, gearbeitet. Das erklart, daB unsere Ausbeuten 
hinter denen der Heidelberger Forscher zuriickbleiben. Unsere Versuchs- 
anordnung weicht von ihrer zudem insofern ab, als sie einen langsameren 
Verlauf der Umsetzung bedingt, ahnlich wie wir ihn fiir die Methyl- 
glyoxal-anhaufung als niitzlich befunden hatten. Mit anderen. Materia- 


lien, und zwar mit der von Meyerhof und Lohmann (a. a. O.) vorwiegend 


verwendeten Enzymlésung tierischer Herkunft, kann man offenbar 
bessere Erfolge in kiirzerer Zeit verzeichnen. Jedenfalls ergibt sich, 
daB Mikroben und Teile griiner Pflanzen zur Erzeugung gebundene! 
und, wie man annehmen darf, phosphorylierter Triose ebenfalls 
befahigt sind, so daB auch diese Reaktion als eine universelle Zell- 
leistung gelten kann. 

Wir méchten der Rockefeller Foundation in New York unseren 
Dank fiir die Gewahrung von Mitteln abstatten, die uns die langwierige 
Ausfiihrung der mitgeteilten Untersuchungen erméglicht haben. 


1 Vorgetragen in Briinn am 14. und in Prag am 17.Mai d.J. - 
2 ©, Neuberg u. M. Kobel, diese Zeitschr. 238, 250, 1931; Australian J. ot 
Exp. Biol. and Med. Science (Robertson-Gedenkband) 9, 127, 1932. 
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Triosebildung durch Bakterien, Pilze und Pflanzenteile. 
1. Mit B. Delbriicki. 

Der Nachweis der Triose- bzw. Triose-phosphat-bildung beim 
Zuckerabbau durch Bact. Delbriicki geschah nach Einwirkung eines 
Alkohol-Ather-Praparates von Massenkulturen des Erregers sowie 
eines wasserigen Auszuges und des Riickstandes der mit Wasser extra- 
hierten Alkohol-Ather-Zubereitungen auf hexose-di-phosphorsaures Salz. 
Die héchsten Ausbeuten an Triose (22°, der theoretisch! méglichen 
Menge) erzielten wir bei Verwendung des mit Wasser extrahierten 
Alkohol-Ather-Praparates. Auftreten von Triose in erheblicher Menge 
(bis 17%) wurde ferner an einem 5 Jahre alten Alkohol-Ather-Praparat 
des Bakteriums festgestellt. Die quantitative Bestimmung der Triose 
erfolgte auf die erwihnte Art durch Uberfiihrung in Methylglyoxal bei 
Destillation mit Schwefelsiure und durch Wagung des Methylglyvoxal- 
bis-2, 4-dinitrophenylhydrazons. 


Qualitative Vorversuche hatten ergeben, da Methylglyoxal nur 
bei Einwirkung von kleinen Fermentmengen auf verhaltnismaBig 
konzentrierte Hexose-di-phosphatlésungen bzw. bei langerer Ver- 
suchsdauer nachzuweisen war, wie wir es friiher auch schon angegeben 
haben. So waren aus einem Gemisch von 60 cem 5,6 °%iger Lésung von 
Kalium-hexose-di-phosphat, 0,6 bzw. 0,3 g Alkohol-Ather-Praparat von 
Bact. Delbriicki und 1,5 cem Toluol bei einer Versuchstemperatur von 
18° nach 1/, Stunde gréBere Mengen Triose (bzw. Triose-phosphat) 
und geringe Mengen Methylglyoxal zu isolieren (Fallung im enteiweiBten 
Filtrat des Reaktionsgemisches ohne vorherige Destillation mit Schwefel- 
siure). War die Hexose-di-phosphatlésung bei sonst gleicher Versuchs- 
anordnung nur 2,8°%ig, so war nach einer halben Stunde wohl Triose, 
nicht aber Ketonaldehyd zugegen. In diesen Reaktionslésungen fielen 
Proben auf Methylglyoxal nach 1, 2, 3 und 7 Stunden negativ aus, nach 
24stiindiger Digestionsdauer jedoch positiv. Bei Verwendung von 
1,4°%igem Kalium-hexose-di-phosphat war auch nach 24 und 48 Stunden 
kein Ketonaldehyd aufzufinden, wahrend Triosebildung erfolgt war. 
In dem Gemisch von 0,6 g Alkohol-Ather-Praparat + 60 cem 1,4 ige 
Hexose-di-phosphatlésung + 1,5cem Toluol waren nach 40 Minuten 
bereits 7,3° der Hexose in Triose gespalten. In 0,7 °%iger Kalium- 
hexose-di-phosphatlésung waren durch die gleiche Bakterienmenge in 
derselben Zeit 10° des 6-Kohlenstoffzuckers in Triose iibergegangen. 


Bei den im folgenden beschriebenen quantitativen Versuchen war 
die Anordnung stets so gewahlt, daB wahrend der angegebenen Versuchs- 


1 Ohne Beriicksichtigung eventuell unverainderten oder anders um- 
gesetzten Substrats. 


29* 
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dauer in keinem Falle Methylglyoxal in den Reaktionsgemischen a1 
wesend war. 

Die Zusammensetzung der Versuche mit Alkohol-Ather-Praparat 
von Bact. Delbriicki und die Ausbeuten an Triose sind in Tabelle | 
angegeben. Das Volumen der Reaktionsgemische belief sich auf 40 cem 
zu jedem Ansatz war 1 ccm Toluol zugefiigt. (Uber die Bestimmung: 


weise der Triose siehe unsere friiheren Angaben.) 


Tabelle I. 





Alkoholather- Methylglyoxal- Ausgangs- 
Konzentration Praparat von bis-dinitrophenyl- material tiber 
ae an Kalium- Bakt. Delbriicki — yercyehs- hydrazon nach gegangen i: 
Versuch hexose-di- in 40 ccm dauer Destillation aus | ‘Triose bzw 
phosphat Reaktions- 10cem Versuchs- | Triosephospho: 
gemisch lisung siure 
Nr 0/5 g Mino. mg O\9 
1 0,8 | 12,8 10,4 
2 0,6 45 12,9 10,5 
3 ne 0.4 14,0 11,4 
4 mt 0,8 l 12,4 10,1 
5 0,6 60 14.4 11,7 
6 0,4 15,0 12,2 
7 0.8 l 8,3 13,5 
8 0,6 » 45 8,9 14,5 
9 nik 0.4 83 13.5 
10 i 0,8 7,5 12,2 
11 0,6 | 60 9,1 14,8 
12 0,4 98 16,0 





Praktisch gleiche Resultate wurden mit Alkohol-Ather-Zubereitun- 
gen verschiedener Staémme von Bact. Delbriicki erzielt. Unter der 
Einwirkung von 0,4g eines 5 Jahre aufbewahrten Alkohol-Ather- 
Praparates von Bact. Delbriicki auf 40 cem 0,7- bzw. 0,35 %Gige Kalium- 


_ hexose-di-phosphatlésung in Gegenwart von Il ccm Toluol gingen in 


1 Stunde 9,5 bzw. 13,2° gebundene Triose aus dem Ausgangsmaterial 
hervor. 

Zu weiteren Versuchen wurden je 6g Alkohol-Ather-Zubereitungen 
der Bakterien mit 12 cem Wasser und 2,4 g Kochsalz 5 Minuten ver- 
rieben, mit Wasser auf 240 ccm verdiinnt und zentrifugiert. Der Riick- 
stand wurde in Wasser aufgeschwemmt, wieder zentrifugiert, dann 
mit Wasser verriihrt und die Suspension auf 240 ccm aufgefiillt. Das 
Waschwasser war verworfen, und der natriumchloridhaltige Extrakt 
sowie die Suspension des gewaschenen Riickstandes wurden als Ferment- 
material benutzt; die Versuchsanordnungen und die Ausbeuten an 
Triose sind in Tabelle II zusammengestellt. Das Volumen jedes Versuchs- 
gemisches war 40 ccm, der Zusatz an Toluol 1 °%%. 

Ein Versuch, die vollstandige Abtrennung des Ferments durch 
Digestion bei 37° zu erzielen, fiihrte nicht zum Ziel. 10g Alkohol- 
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Tabelle Il. 
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Konzentration 
an Kalium- 


Versuch hexose-di- 
phosphat 

Nr. “le 

1 

2 ae 

3 iI 

4 

5 \ 035 

6 | 

7 

g 0,7 

9 |i 

10 | 

11 |} 0,35 

12 || 


Je 35eem 
Extrakt bzw. 
Riickstands- 
suspension in 
40 cem Reak- 
tionsgemisch 


Extrakt 


Riickstand 





Versuchs- 
dauer 


Min. 


40 
80 
120 
40 
80 
120 
40 
80 
120 
40 
80 
120 


Methylglyoxal- 
bis-dinitrophenyl- 
hydrazon nach 
Destillation aus 
10ecem Versuchs- 
lisung 


mg 


9.0 
10,5 
8,6 
5,7 
6,3 
6,9 
13,8 
13,9 
13,1 
13,5 
9,8 
10,0 


Ausgangs- 
material tber- 
gegangen in 
Triose bzw 

Triosephosphor 
siure 


7,3 
8.6 
7,0 
93 
10.2 
11,2 
11,2 
11,3 
10,7 
22,0 
15,9 
16,3 


Ather-Praparat wurden mit 300 cem Wasser und 15 cem Toluol bei 37° 
unter 6fterem Umschiitteln 20 Stunden digeriert: dann wurde zentrifu- 


giert, 


wieder 


der 


verworten, 


Riickstand 
suspendiert und auf 300ccm aufgefiillt. 


einmal 


Extrakt 


und 


mit 


Wasser 


Das Waschwasser 
Riickstandssuspension 


gewaschen, 


in Wasser 
wurde 
wurden zu 








den in Tabelle III zusammengestellten Versuchen verwendet, 
deren Volumen wieder 40 cem betrug. 
Tabelle III. 
Methylglyoxal-bis- Ausgangs- 
Konzentration Extrakt bzw. dinitrophenyl- material tiber- 
Versuch 0 Kalium- Riickstands- | Versuchs- hydrazon nach See 
; hexose-di- suspension in dauer Destillation aus | Triose bzw 
phosphat 40 cem Ver- 10ccm Versuchs- | Triosephosphor 
suchsgemisch losung saure 
Nr. 0/5 Min. mg 0 
1 30 2,7 4.4 
2 | 30 cem 60 5,7 9,3 
3 | Extrakt 120 7,3 11,9 
4 240 7,9 12,8 
5 30 1,8 2,9 
6 | 15 com 60 4,1 6,7 
7 | hixtrakt 120 6,2 10,1 
8 ae 240 ( 
C 0,35 24 9, ) 14,6 
9 it ete 30 7,1 11,5 
10 | Riickstands- 60 8,3 13,5 
11 pice aan in 120 8,4 13,7 
12 at 240 9,0 14,6 
13 Shiai 30 4,8 7,8 
14 | Ri k alin 60 6,0 98 
15 sesrereneee sal 120 9,2 15,0 
16 ir 240 9,5 15,4 
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2. Mit B. colt. 

Verwendet wurde ein 5 Monate altes, durch Austrocknung au! 
Ton im Exsikkator bereitetes Dauerpraparat von Colibakterien. Dieses 
Fermentmaterial bildete auch in verdiinnten Lésungen von Kalium.- 
hexose-di-phosphat kleinere Mengen Methylglyoxal, die stets vor de 
Destillation mit Saure in der enteiweiBten Lésung ermittelt wurden 
Durch Subtraktion der ohne Destillation erhaltenen Methylglyoxalwert: 
von den nach Destillation gefundenen erhalt man die durch die Saure- 
destillation aus Triose hervorgegangene Ketonaldehydmenge, aus de: 
der Triosegehalt der Lésung berechnet werden kann. 

Art der Versuche und Resultate sind aus Tabelle IV und V zu 
ersehen. Jeder Ansatz enthielt 1 cem Toluol; Temperatur 20°. 


Tabelle IV. 








Methylgly- 
du Oa Methylgly- ne 

ae | Getrock- Ver- | phenylhy- | Ritro-phenyl- oxal-bis- material 

Ver- Kalium- nete ve phenylhy hvdrason dinitro- tiber- 
such  hexose-di- | Colibak- suchs- | drazon bei nach Destil- phenyl- gegangen 
: phosphat | terien | Gaver | direkter | “Vision aus hydrazon in Triose 

| * 10 cem aus Triose 
| aus 10 ccm | 

Nr. | g Std. | mg mg mg 0/9 

1 0,2 0,8 6,3 5,5 9,0 

2 0,4 | rr 0,6 7,0 6,4 10,4 

3 0,6 | 3 0,3 5,7 5,4 8,8 

4 1,0 0 4,3 43 7,0 

| ee ae 0,6 77 7,1 11,5 

6 il og50 ioe| Ord | * 0,4 6,9 6,5 10,6 

Vil ao) Oe 0 6,0 6,0 9,8 

8 oe Se 0 4,3 4,3 7,0 

9 0,2 | 0,8 8,9 8,1 13,2 

10 0,4 4 0,6 6,4 5,8 9,4 

11 0,6 | 0 5,0 5,0 8,1 

12 1,0 0 2,6 2.6 4,2 





* Bestimmt in 20cem Versuchslisung. 


Wie die Tabelle IV ausweist, war bei ansteigend gewahltem Ferment- 
gehalt der Reaktionsgemische Methylglyoxal nicht mehr aufzufinden, 
ein Zeichen, daB der Ketonaldehyd durch mehr Ferment schneller, 
oder mindestens ebenso schnell weiter verarbeitet wurde, als er entstand. 
In diesen Fallen wurde nur eine Ansammlung von Triose konstatiert, 
deren Quantitaét aber auch mit wachsender Fermeritkonzentration 
abnahm. 

Zu den Versuchen der Tabelle VI wurden 5 g Coli-Trockenbakterien 
mit 10cem Wasser verrieben, zentrifugiert und einmal mit Wasser 
gewaschen. Das Waschwasser war verworfen, der Extrakt und der in 
300 com Wasser suspendierte Riickstand dienten als Fermentmaterial. 
Volumen der Ansatze 40 cem; Temperatur 19°. Durch die ausgewaschenen 
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Tabelle V. 


45] 





Methylgly- 





Methylgly- 











oxal-bis- oxal-bis- ) siaien. 
an dinitro- dinitro- pete bs a 
Ver- Kalium- nete —— — —— dinitro- — 
exose-di- ‘olibak- | Suchs- ivdrazon iydrazon seneehtncnsten. 
such : ho t - . - dauer bei direkter nach Destil- = ayihydr gegangen 
phosphat terien 4 er . azon aus in Triose 
a = —_ aus Triose 
aus ecm ecm 
Nr. g Std mg mg mg 0/5 
1 0,1 1,2 Ge 6.5 10,6 
2 02 | - 1,0 9,5 8,5 13,8 
3 . 0,4 | = 0,5 8,7 7,9 12,9 
ro , 5, is é, 
4 fchewa 0,8 0,4 i, 5.0 8,1 
5 ee | ee 2,0 10,9 8,9 14,5 
6 et. Oe = 1,8 10,3 8.5 13,8 
7 04 | 0,8 8.5 7,7 12,5 
8 O08 | 05 4.4 3,9 63 
* Bestimmt in 20cem Versuchslisung. 
Tabelle VI. 
Extrakt * Methyl- Methyl- Methvl- 
Konzen- | bzw. Riick- glyoxal-bis- | glyoxal-bis- ee nt _ Ausgangs- 
Ver- tration an standssus- Ver- dinitrophe- | dinitrophe- 8 ‘a mo & 1S- material 
aid “ Kalium- pension in | suchs- | nylhydrazon | nylhydrazon rs s * iiber- 
“"  hexose-di- 40 cem dauer bei direkter nach ne i a gegangen 
phosphat Versuchs- Fillung, ber. Destillation | UYGTAzon in Triose 
gemisch auf 1l0ecm+) aus 10cem aus Triose 
Nr 6 eem Std. mg mg mg C/o 
1 10 0 3,8 3,8 6,2 
2 20 | ts 0 5,6 5,6 9,1 
3 30 0 6,2 6,2 10,0 
4 10 Spur 5,7 5,7 9,3 
5 20 1 Spur 7,2 7,2 11,7 
¢ | : np ap 
6 30 Ex- Spur 7,6 7,6 12,4 
7 10 ( trakt Spur 7,6 7,6 12,4 
| ; . 
8 20 2 1,0 8,9 1,9 12,8 
9 30 0,8 9,3 8,5 13,8 
10 10 | 0,8 10,4 9,6 15,6 
11 20 4 0,9 10,0 9,1 14,8 
12 - | 30 1,0 9,2 8,2 13,3 
18 if % 5 | 10 | 0.9 43 34 55 
14 20 | 1, 1,5 5.6 4.1 6,7 
15 30 1,1 (a 6,0 9,8 
16 10 Ruck. | | Bgl 4,8 3,7 6,0 
17 20 | stands-|; 2 1,8 6,9 5,1 8,3 
18 30 suspen- } 2.5 9,8 (e. 1 1.9 
19 10 ( sion | | 2,1 10,5 84 13,7 
20 20 2 2,1 12,4 10,3 16,8 
21 30 1,8 13,0 11,2 18,2 
22 10 | 2,6 13,8 11,2 18,2 
23 20 4 3,9 14,2 10,3 16,8 
24 30 2, 11,9 9,5 15,5 








* 300cem Extrakt aus 5g Trockenbakterien. — 


+ Bestimmt in 20cem Versuchslisung. 
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Bakterien wurden verhaltnismaBig groBbe Mengen Methylglyoxal g 
bildet; in einem Falle (Versuch 23) betrug die Ketonaldehydmenge 3% ' 
der vorhandenen Triose. Ansatze mit gréBeren Fermentmengen sind i; 
Tabelle VII zusammengestellt. Die Konzentration des Fermentextraktes 
wie der Suspension der ausgewaschenen Bakterien war doppelt so hoc! 
als bei den Versuchen der Tabelle VI. Hier war die Triosebildung rasche1 
vor sich gegangen. 


SS 


Tabelle VII. 





Methy!l- Methyl- 











Konzen- Extrakt * bzw. glyoxal-bis- glyoxal-bis- 2 see Ausgang 
ies oe Sage Sas cit aehines ie hiss SSS A glyoxal- , 
, tration an Riickstands- Ver- dinitro-phe-  dinitro-phe- ag Pr oresadl materia 
Ver- Kali sickened : suchs Thydras inva, bis-dinitro- fae 
acsiais alium- suspension in suchs- nylhydrazon nylhydrazon ““jheny}- iiber- 
hexose-di- 40cem Ver- dauer bei direkter nach hydrazon , 8¢8auge! 
phosphat | suchsgemisch Fillung, ber. Destillation  , Tt ~.-, In Trios 
auf 10cem+ aus 10 cem — 
Nr. 0/5 ecm Std. mg mg mg 0 
1 92 ; 
| | ‘ 0 2,8 2,8 4,6 
2 30 Vy 0 5,2 5,2 8.5 
3 gx- | 1 0,7 7.4 6,7 10,9 
4 trakt 1), 0 a 3,1 5,0 
D 10 Mg 0,3 2,0 FY, 2,8 
Bil oa |) 1 0,7 9.1 8,4 13,7 
7 sit | V, 1,5 8,0 6,5 10,6 
Qn 1 9 ¢ 7 5 
8 301 Raeck- 2 2,0 9,1 il 11.5 
9 stands- 1 2,5 11,7 9,2 15,0 
10 | suspen- 1), 0.9 6,0 5,1 8,3 
11 sd) Bie lig 1,3 0,6 4,3 7,0 
12 1 1,9 8,7 6,8 11,1 
* 150ceem Extrakt aus 5g Trockenbakterien. — + Bestimmt in 20cem Versuchslisung 
3. Mit Aspergillus niger und fumaricus. 

Wie Bakterien und Hefe bringen auch Aspergillen bei Einwirkung 
auf Hexose-di-phosphat Triose bzw. Triose-ester hervor. Wir benutzten 
zu unseren Versuchen 3 Jahre alte Alkohol-Ather-Praparate der beiden 
angegebenen Pilze, zu deren besseren Zerkleinerung eine Verreibung 





Tabelle VIII. 





Methylglyoxal-bis- 


Konzentration dinitrophenyl- Ausgangs- 
ic an Kalium- ; Versuchs- hydrazon nach material 
Versuch hexose-di- Alkohol-Ather- dauer Destillation aus iibergegange! 

phosphat Sand-Priparat 10cem Versuchs- in Triose 
lisung 
Nr. 0/9 Std. mg O/, 
1 | | je 6g Asp. 2! 3 4,5 3,9 
2 0.7 | aiger* 5 8,0 6,5 
3 | | je 6g Asp. 21/, 7,6 6,2 
4 | tumaricus 7 5 8,3 6,8 
5 | 0.35 | je 6g Asp. 2! 2 4.6 7,5 
6 = { niger * 5 5,5 9,0 


* Etwa 50°/) Pilzgehalt, — + Etwa 209), Pilzgehalt. 
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der zahen Pilzhaute mit Sand vorgenommen wurde. Der Sandgehalt 
dieser Zubereitungen betrug bei Asp. niger 50°,, bei Asp. fumaricus 
80°.  Versuchsanordnung und Resultate sind aus Tabelle VIII zu 
ersehen. Volumen der Ansatze je 40 cem; Zugabe von je 1 cem Toluol. 
Methylglyoxal war unter den Versuchsbedingungen nicht zugegen. 


4. Mit gekeimten Zuckererbsen und Saubohnen. 
Etwa 3 Tage gekeimte Erbsen bzw. Bohnen wurden, wie friiher 
beschrieben!, von den Schalen befreit, im Mérser fein zerstoBen und in 


Tabelle IX. 





Methylglyoxal- 


bis-dinitro- — AUSRangs- 


, raterial 
Vackuoh Versuchs- phenylhydrazon eons 
Zusammensetzung der Ansiitze dauer nach Destillation gegangen 


aus lO cem 


. i lriose 
Versuchslisung waite 





Nr Std. mg 
1 2 0.9 1,5 
2 4 2,7 4,3 
; 2 : 
3 Je 40cem 0,35°%,ige Kalium- © 3,9 6.4 
4 "te : 10 4.5 7.3 
5, 1exose-di-phosphat-losung 12 50 Q 
& +1g Alkohol- Ather-Praparat e ry ? 
) ; 14 6,1 9,9 
” von gekeimten Bohnen pe oe 
: + Leem Toluol 16 12,6 
8 re 18 6,2 10,1 
9 20 6.5 10,6 
10 24 49 8.0 
11 2 4,1 6.7 
12 4 3,7 6.0 
13 || Je 40.cem 0,35 ige Kalium- 8 5.7 9,3 
14 hak , ' 1( 5,8 9.5 
15 1exose-di-phe sphat-losung 12 63 10.2 
12 1g Alkohol-Ather-Praparat ¥ Bd oe ge 
16 - eet ’ 14 (ib 12.4 
17 von gekeimten Erbsen 16 75 129 
+1cem Toluol i SH 
18 18 AD 11,4 
19 20 7,0 11,4 
20 24 6,9 9.8 
21 Je 40cem 0,35 ige Kalium- 1 0,5 0.8 
22 | hexose-di-phosphat-losung + 2g 2 2,2 3,6 
23 Alkohol-Ather-Praparat von ge- 4 4,3 7, 
24 keimten Erbsen + 1 cem Tolucl 8 6,0 9.8 
25 Je 40ccem 0,7°% ige Kalium- 1 2,1 Pe i 
26 hexose-di-phosphat-losung + 1g 2 5,2 4.2 
27 Alkohol-Ather-Praparat von ge- 5 9.9 8,1 
28 keimten Bohnen + 1 cem Toluoi 21 10,1 8,2 
29 Je 40cem 0,7°!) ige Kalium- 1 0,4 0,3 
30 | hexose-di-phosphat-losung + 1g 2 2.0 1,6 
31 Alkohol-Ather-Praparat von ge- 5 65 5.3 
32 keimten Erbsen + leem Toluol 21 8.4 6,8 


1 C. Neuberg u. M. Kobel, diese Zeitschr. 229, 435, 1930. 
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Alkohol-Ather-Trockenpriparate iibergefiihrt. Diese bewirkten gleich den 
bisher untersuchten Mikroorganismen ebenfalls Triose- bzw. Triose- 
ester-bildung aus Hexose-di-phosphat, doch ging diese Spaltung ver- 
haltnismaBig langsam vonstatten; vgl. Tabelle IX, in der eine solche 
Versuchsserie zusammengestellt ist. In der verwendeten 0,35 und 
0,7 °igen Lésung von hexose-di-phosphorsaurem Kalium wurde inner- 
halb von 48 Stunden Methylglyoxal nicht angehauft. Die héchste 
erzielte Ausbeute an Triose belief sich auf 12,4°% der Theorie. Ein 
4 Jahre altes Alkohol-Ather-Praparat von gekeimten Saubohnen ver- 
hielt sich wie frisch bereitetes Material. 

In 1,4°,iger Hexose-di-phosphatlésung wurden bei langerer Ver- 
suchsdauer nur geringe Mengen Methylglyoxal angesammelt, etwas 
mehr in einer 2,8° igen Lésung des Substrates. Nach 4S8stiindiger 
Versuchszeit betrug da der Gehalt an Methylglyoxal bis 1/, der 
vorhandenen Triose. GréBere Quantitaten des Ketonaldehyds waren 
in Reaktionsgemischen nachweisbar, in denen, wie wir es auch schon 
beschrieben haben, kleine Fermentmengen auf konzentriertere Hexose- 
di-phosphatlésungen zur Einwirkung gelangten. Bei 37° trat die Methy!- 
glvoxalbildung rascher ein als bei 24°, die im Reaktionsgemisch vor- 
handene Triose verschwand bei 37° wesentlich schneller als bei 24°. 
Wie die in Tabelle X wiedergegebenen Daten lehren, war bei 37° nach 
4 Tagen keine Triose mehr im Reaktionsgemisch vorhanden, bei 24° 
dagegen fast noch die maximale Menge. Milchsdiure-bestimmungen, 
die zu verschiedenen Zeiten in den Reaktionsgemischen vorgenommen 
wurden, wiesen eine entsprechend gréBere Geschwindigkeit der Milch- 
siure-bildung bei 37° als bei 24° aus. Die Summe von Triose + Methyl- 
glyoxalhydrat + Milchsaure blieb bei 37° nach 2, 3 und 4 Tagen gleich, 
bei 24° nahm sie mit der Versuchsdauer zu und hatte nach 4 Tagen 
noch nicht den bei den 37°-Versuchen festgestellten Wert erreicht. 

Zur Milchsaéure-bestimmung nach Friedemann, Cotonio und Shaffer 
wurde die nach Schenk enteiweiBte Versuchslésung ohne Entfernung des 
Quecksilbers mit salzsaurem 2, 4-Dinitrophenylhydrazin gefallt, der Nieder- 
schlag abgesaugt, das Filtrat mit Kupfer-Kalk entzuckert und schlieBlich 
mit Tierkohle entfarbt. 

Das py der Reaktionsgemische lag wahrend der ganzen Versuchs- 
dauer zwischen 6,6 und 6,7. 

In den substratfreien Vergleichsversuchen waren in keinem Falle 
Triose oder Methylglyoxal feststellbar, und Milchséure war in den 
Kontrollen zu den Versuchen der Tabelle X nur in minimalen Spuren 
vorhanden, so daB sie nicht beriicksichtigt zu werden brauchte. 

Der Extrakt eines Alkohol-Ather-Trockenpraparates von ge- 
keimten Erbsen — dargestellt durch 18stiindige Digestion von 8 g 
Trockenmaterial mit 160 cem Wasser sowie 5 ccm Toluol bei 37° und 
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456 C. Neuberg u. M. Kobel. 
Abzentrifugieren vom festen Riickstand — bewirkte in konzentrierte: 


Hexose-di-phosphatlésung bei 37° reichliche Methylglyoxal-ansammlung 
wahrend immer nur geringe Mengen Triose nachweisbar waren. Milch 
saure entstand sehr langsam. Der Gehalt des Reaktionsgemisches ai 
Ketonaldehyd verminderte sich starker, als nach den ermittelten Milch 
sduremengen zu vermuten gewesen ware, die Triosemenge anderte sic! 
bei langerer Versuchsdauer nur wenig. Die Summe der 3-Dreikohlen 
stoffkérper wurde deshalb mit zunehmender Versuchsdauer kleine: 
gleichzeitig fand intensive Gelbbraunfirbung des Versuchsgemisches 
statt: sie ist vielleicht auf Reaktion von Methylglyoxal mit Amino 
kérpern zuriickzufiihren, wie wir sie friiher geschildert haben!. Naher 
Angaben tiber die Versuche mit dem Erbsenextrakt sind in Tabelle X1 
enthalten. 

Das ausgewaschene Alkohol-Ather-praparat der gekeimten Erbsen 
rief praktisch keine Triose-ansammlung und keine Methylglyoxal- 
anhaufung hervor; Milchsaure trat nur in gering->n Mengen auf. 


' C. Neuberg u. M. Kobel, diese Zeitschr. 185, 477, 1927; 188, 197, 1927: 
200, 459, 1928. 
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Umwandlung von Phosphoglycerinsiure 
durch die Fermente gekeimter Erbsen und Bohnen. 
Von 
(. Neuberg und M. Kobel. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


Friiher ist mitgeteilt!, daB auch vegetabilische Objekte synthetische 
wie natiirliche Glycerinséure-mono-phosphorsaure unter De-phosphory- 
lierung in Brenztraubenséure umzuwandeln vermégen. Diese Angaben 
haben sich auf die Wirkung von Pilzen und Bakterien bezogen. 

Im folgenden zeigen wir, dab hdher entwickelte Pflanzen die gleiche 
Reaktion zuwege bringen. 

a) 140 cem einer Lésung von optisch aktivem phosphoglycerin- 
saurem Natrium (py = 6,95), die 3,164 g Phosphoglycerinsdure ent- 
hielten, wurden mit 40 g frischem Brei von 2 bis 3 Tage lang gekeimten 
Erbsen und 20cem Toluol 41 Stunden bei 37° unter 6fterem Um- 
schiitteln digeriert. 

b) 140 cem der selben Glycerinséuremonophosphat-lésung + 20 g 
Erbsenbrei + 10cem Toluol; Versuchsdauer ebenfalls 41 Stunden 
bei 37°. 

c) Vergleichsversuch zu a): 70cem Wasser + 20g Erbsenbrei 

10 ccm Toluol. 
d) Vergleichsversuch zu b): 70cem Wasser + 10g  Erbsenbrei 
-5eem Toluol. 
Tabelle I. 





mg anorganischer P pro eem 


Ansatz: a b e d 
Za Beginn ... . 3 0,071 0,043 0,069 0,940 
IGOR: BOGS 5 6 es 1,875 0,856 0,166 0,101 
Nach 41 Std. .... 2,260 1,271 0,222 0,105 


Zur Ermittlung der Phosphat-abspaltung wurden am Anfang, nach 
18 und nach 41 Stunden Analysen des anorganischen Phosphats vor- 
genommen (Tabelle 1). Durch Abzug der in den Vergleichsversuchen ¢ 
und d gefundenen, aus dem Fermentmaterial frei gewordenen Phosphor- 
saure von den in den Hauptversuchen bestimmten Phosphorsauremengen, 
ergab sich, daB pro cem des Ansatzes a 2,260 — 0,222 = 2,038 mg P, 


1 ©, Neuberg u. M. Kobel, diese Zeitschr. 260, 241, 1933; 263, 219, 1933; 
in Oppenheimers Handb. der Biochemie des Menschen und der Tiere, 
2. Aufl. Erganzungswerk 1, 2, 905, 1933; C. Antoniani, diese Zeitschr. 
267, 376, 1933: C. Cattaneo, ebenda 270, 382, 1934. 
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pro cem des Ansatzes b 1,271 — 0,105 = 1,166 mg P aus der Phospho 
glycerinsaéure in anorganische Bindung itbergefiihrt worden waren 
Da zu Beginn in leem des Versuchsgemisches a 17,58 mg Phospho 
glvcerinsaure bzw. 2,93 mg organisch gebundener P, und in 1 cem des 
Ansatzes b 19,78 mg Glycerinséiure-mono-phosphorsaure bzw. 3,30 mg P 
zugegen waren, belief sich die Phosphat-abspaltung in Ansatz a aut 
69,56 °%, in Ansatz b auf 35,33 %. 

Zur Isolierung der gebildeten Brenztraubensdure wurden die Ver- 
suchsgemische nach 41 Stunden durch Zugabe des gleichen Volumens 
5°,iger Trichloressigsiure enteiweiBt; je 200ccm der klaren Filtrate 
von a und b, entsprechend je 100 ccm Reaktionsgemisch, wurden mit 
einer salzsauren Lésung von 2, 4-Dinitro-phenylhydrazin gefallt, die 
Niederschlage abzentrifugiert, gewaschen und in tiblicher Weise! aus 
Sodalésung umgefallt. 

Ausbeuten bei a 1,ll g, bei b 0,58 g Brenztraubensiéure-2, 4-di- 
nitro-phenylhydrazon, d.h. 43,82 bzw. 20,35°, der theoretisch még- 
lichen Menge. Berechnet auf die Phosphatabspaltung machte der 
Ertrag an Brenztraubensaure 63 bzw. 58°, aus. 

Mit Alkohol-Ather-Dauerprdparaten aus gekeimten Erbsen sowie 
aus Saubohnen haben wir gleichfalls Zerlegung von Glycerinséure-mono- 
phosphat in Phosphorséure und Pyruvinat erzielt. 


1 C,. Neuberg u. M. Kobel, Ber. 68, 1988, 1930. 
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Rein chemische Uberfiihrung der Glycerinsiure 
und Glycerinsiure-mono-phosphorsiure in Brenztraubensaure. 
Von 
Carl Neuberg und Maria Kobel. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


Wiederholt ist der Anschauung Ausdruck verliehen!, daB die 
Phosphorylierung vielleicht wegen einer mit ihr verbundenen Molekiil- 
auflockerung (bzw. der durch sie vollzogenen Umlagerungen wie Keto- 
Enol-Aldo-isomerisation oder Ausbildung von am-Formen) in_ bio- 
chemischer Hinsicht eine Labilisierung des zugrunde liegenden phosphor- 
freien Kérpers bewirke. Nachdem nun nach der von uns angegebenen 
Methode die Glycerinséure-mono-phosphorséure? ein so leicht zu- 
gingliches Produkt geworden ist, haben wir untersucht, ob sich rein 
chemische Anhaltspunkte fiir die erwahnte Hypothese erbringen lieBen. 
Es ist namlich angegeben®, daB durch wasserentziehende Mittel, ins- 
besondere Kaliumpyrosulfat, oder auch einfach durch trockene Destilla- 
tion Brenztraubenséure aus Glycerinsdure gebildet wird*. Allerdings 
ist die Brenztraubensaure bei dieser rein chemischen Umwandlung 
nicht mit Sicherheit rein erhalten®. Im Besitz einer einwandfreien 
Methode zur Abscheidung der Brenztraubenséure (als 2, 4-Dinitro- 
phenylhydrazon) war ohne weiteres die Priifung méglich, ob wirklich 
die «-Ketosdure aus der Dioxypropionsdure entsteht, sowie weiterhin 
eine Klarung der Frage, ob die phosphorylierte Glycerinséiure unter 
im ubrigen gleichen Bedingungen reichlicher Brenztraubensaure liefert. 

Die im folgenden beschriebenen Experimente lehren, daB sich im 
rein chemischen Versuch kein Anhaltspunkt fiir eine Auflockerung des 
Glycerinsiure-molekiils infolge Phosphorylierung zu erkennen gibt: 
denn die Ausbeuten an Brenztraubenséure sind gréBer, wenn man 
von freier Glycerinséure statt von veresterter ausgeht. 


1 CO, Neuberg, Garungsvorgange und Zuckerumsatz der Zelle. Monogr. 

Jena 1913; in C. Oppenheimers Handb. d. Biochem., 2. Aufl., 2, 458, 1924; 
Ann. de la Brasserie et de la Distillerie 27, 65, 1928; H. Pringsheim, diese 
Zeitschr. 156, 109, 1925; H.Ohle u. J. Neuscheller, B. 62, 1651, 1929. 
2 C. Neuberg u. M. Kobel, diese Zeitschr. 263, 219, 1933; 264, 456, 1933. 
— % Siehe hierzu Victor Meyer-Jacobson, 2. Aufl., 1, 2, 603 u. 1116, 1913. 
— * KE, Erlenmeyer, B. 14, 320, 1881; dort ist die Theorie entwickelt, da’ 
a, /-Dioxy-verbindungen iiber das unter H,O-Abspaltung entstehende Enol 
in Ketokérper iibergefiihrt werden. — Zur Frage der Vergirung von Brenz- 
traubensaure in der Enolform s. C. Newberg, diese Zeitschr. 180, 471, 1927; 
C. Neuberg u. F. Weinmann, ebenda 200, 473, 1928. 5 W. Moldenhauer, 
Ann. 131, 323, 1864; C. Béttinger, B. 10, 266, 1877. 
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2,86 g glycerinsaures Calcium + H,O (?/j9) Mol Clycerinsaure 
bzw. 7,15g saures phosphoglycerinsaures Barium + 2 H,O (? j99 Mo! 
wurden mit 153g Kaliumpyrosulfat (® 9) Mol) innig vermengt> und 
in einem Olbade 2!/, Stunden auf 220° erhitzt. Des einwandfreien Ver 
gleiches wegen befanden sich die GefaBe mit den beiden Mischunge: 
im selben Olbade. Es destillierten geringe Mengen einer zihen Fliissig 
keit ab, die in Wasser gelést und mit salzsaurem 2, 4-Dinitro-pheny!- 
hydrazin gefallt wurden. Nach zweistiindigem Stehen der Niede: 
schlage in der Kalte wurde abzentrifugiert, mit verdiinnter Salzsaur 
und Wasser gewaschen und der Riickstand mit Sodalésung extrahiert 
Dabei ging der gréBte Teil der Substanz in Lésung. Aus den soda- 
alkalischen Ausziigen wurde das Brenztraubensaure-2, 4-dinitro-pheny|. 
hvdrazon durch Ansauren mit verdiinnter Salzsiure wieder ausgefallt, 
abgesaugt, gewaschen und gewogen. 

Aus dem glycerinsauren Calcium wurden 0,8483 g Brenztrauben- 
siure-2, 4-dinitro-phenylhydrazon, aus dem sauren phosphoglycerin- 
sauren Barium 0,2833 g Brenztraubensaure-2, 4-dinitrophenyl-hydrazon 
erhalten. 

In einem anderen, in gleicher Weise ausgefiihrten Versuch betrugen 
die Ausbeuten 0,8324 bzw. 0,0912g¢ Brenztraubenséure-2, 4-dinitro- 
phenylhydrazon, in einer weiteren Versuchsserie 0.4543 bzw. 0,1590 g. 
Die Ertrige waren also nicht immer gleich, jedoch wurde aus dem 
glycerinsauren Calcium durch Destillation mit Kaliumpyrosulfat stets 
wesentlich mehr Brenztraubenséure gewonnen als aus der aquivalenten 
Menge phosphoglycerinsauren Bariums. 

In einer neuen Versuchsreihe, in der je ?/j9) Mol der Sauren in Form 
der beiden Erdalkalisalze mit ®/,)) Mol Phosphorpentoxyd ebenfalls 
2! , Stunden auf 220° erhitzt wurden, ist aus dem glycerinsauren Salz 
keine Brenztraubensiure erhalten worden, aus dem phosphoglycerin- 
sauren Salz eine minimale Menge, namlich 9,2 mg 2, 4-Dinitro-pheny!- 
hydrazon. 

Bei Erhitzen eines Gemisches der resp. Mengen der erwahnten 
Salze mit je ® j99Mol geschmolzener fein gepulverter Borsaéure auf 226° 
fand keine Spaltung zu Brenztraubensaure statt. 

Das isolierte 2, 4-Dinitro-phenylhydrazon der Brenztraubensaure 
lag in allen Fallen nach Mischschmelzpunkt und nach als Stichproben 
ausgefiihrten Analysen in reinem Zustande vor. 
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Kristallisierte und gelatinése Salze der Glycerinsiure- 
mono-phosphorsiure. 
Von 
(. Neuberg und M. Kobel. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahiem.) 


AuBer dem schon frither beschriebenen kristallisierten sauren 
Bariumsalz der lavogyren Phosphoglycerinsaure!, C, H;O,P Ba + 2 H,O, 
haben wir noch zwei weitere kristallisierte Salze dieser Glycerinsdure-mono- 
phosphorsdure erhalten: Das saure Cadmiumsalz C,H,O,PCd + H,O 
und das saure Benzidinsalz C,H,0,P (C,,H,.N,)o + H,0. 

Das saure Cadmiumsalz gewinnt man durch Kochen von 100 cem 
m 10 Phosphoglycerinsaure (dargestellt aus dem kristallisierten sauren 
Bariumsalz nach genauer Zerlegung durch Schwefelséure) mit tiber- 
schiissigem Cadmiumcarbonat. Nach Aufhéren der Kohlendioxyd-ent- 
wicklung wurde hei® filtriert und die Lésung vorsichtig, zweckmabig 
im Faust-Heimschen Verdunstungskasten, eingeengt. Dabei kristalli- 
sierte das saure Cadmiumsalz in schénen prismatischen Nadeln aus. 
Ausbeute 1,57 g. Exsikkatortrocken zeigte es die Zusammensetzung 
(,H,0,PCd + H,02 

0,2002 g Substanz gaben 0,1323 ¢g CdSQ,. 

10,01 mg * » 90,0878 g Strychnin-phosphomolybdat. 
C,H,0,PCd + H,O. Ber.: Cd = 35,74%, P = 9,87% 
gef.: Cd = 35,63%, P = 9,82%. 

Zur Darstellung des Benzidinsalzes fallt man 50 ccm einer m/10 Lé- 
sung vom neutralen Natriumsalz der Phosphoglycerinsaure (bereitet 
durch sorgfaltige Umsetzung von saurem Bariumsalz mit Natriumsulfat 
und Zugabe der berechneten Menge Natronlauge) mit a) 150 cem bzw. b) 
mit 300cem m/20 Benzidin-dichlorid-lésung. Nach viertelstiindigem 
Stehen in der Kalte wurde abgesaugt, mit Wasser, Alkohol und Ather ge- 
waschen und im Exsikkator getrocknet. Ganz feine kleine Nadelchen. 
Ausbeute bei a) 1,50 g, bei b) 1,53 g. Zusammensetzung C,H,0,P 
(Cyp HN). + H, 0. 

Dieselbe Verbindung entsteht auf die gleiche Art auch aus dem 
sauren Natriumsalz der Phosphoglycerinsaure, jedoch mit kleinerem 
Ertrage (1,15 bzw. 1,20 g aus je 75 cem m 10 Lésung des sauren 


1 C. Neuberg u. M. Kobel, diese Zeitschr. 263, 219, 1933; Zeitschr. f. 
angew. Chem. 46, 711, 1933. 2 Der Salztyp mit 1 Mol Kristallwasser 
ist auch bei der Bariumverbindung der Racemform von .W. Vogt (diese 
Zeitschr. 211, 1, 1929) beobachtet. 
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phosphoglycerinsauren Natriums). Die geringere Ausbeute ist woh 
auf Léslichkeit des Benzidinsalzes in Salzséure zuriickzufiihren, die be 
dieser Umsetzung frei wird. 
2,469 mg Substanz, dargestellt aus dem neutralen Salz, gaben 0,214 cem N 
(24° und 759 mm). 
3,138 ,, Substanz, dargestellt aus dem sauren Salz, gaben 0,276 cem N 
(24° und 747 mm). 
0,0251 g Substanz, dargestellt aus dem neutralen Salz, gaben 0,1199 g 
Strychnin-phosphomolybdat. 
0,0250 g Substanz, dargestellt aus dem sauren Salz, gaben 0,1205 g 
Strychnin-phosphomolybdat. 
C,H;O,P(C,,H,.N»), + H,O. Ber.: N = 9,79%, P = 5,42%; 
get.: N = 9;95%, P = 6,35 %, 
N = 9,94%, P = 5,40%. 
Das Benzidin verrat seine bekannte Ahnlichkeit mit den Erd- 
alkalien auch hier durch den Umstand, daB es ein schwerlésliches 
Salz! mit der Phosphoglycerinsaéure bildet. 


Aus Lésungen des neutralen (zumeist auch des sauren) Natrium- 
salzes der Phosphoglycerinséure werden durch Zugabe von Blei-acetat, 
Stanni-chlorid, mannithaltiger Wismut-nitratlésung, Cero-chlorid, 
Yitrium-nitrat und Lanthan-nitrat unlésliche Salze gefallt. 

Die Strontium- und Calcium-salze der Phosphoglycerinsaéure sind 
in der Kalte wesentlich leichter léslich als in der Warme. Eine in der 
Kalte klare Lésung dieser Salze scheidet beim Erhitzen einen dicken 
Niederschlag aus, der sich beim Abkiihlen wieder auflést. 

Die Lithium-, Natrium-, Nickel-, Kupfer-, Chrom-, Ferri-, Alu- 
minium-, Mercuri-, Beryllium-, Thallo- sowie Vanadyl-salze der Phospho- 


glycerinsaure sind in Wasser leicht léslich. 


Hochst bemerkenswert ist das Verhalten der glycerinsiure-mono- 
phosphorsauren Alkalien gegen Kobalt-, Zink-, Cadmium-, Mangano-. 
Ferro-salz und Uranyl-acetat; es entstehen Verbindungen, die auBerst 
bestindige Gallerten sind. 

Versetzt man die m/2 Lésung vom Trinatriumsalz der Phospho- 
glycerinsiure mit der aquivalenten Menge einer 1,5 mol. Zink-acetat- 
lésung, so gesteht die Mischung nach 50 Minuten zu einem durchsichtigen 
schwach opaleszierenden Gel; beim ZusammengieBen der Lésungen 
bildet sich zunachst ein weiBer Niederschlag, der sich aber sofort wieder 


1 Vol. hierzu C. Newberg u. M. Scheuer (diese Zeitschr. 249, 478, 1932), wo 
iibrigens 8. 479 die Forme! fiir ein entsprechendes Salz des Zymo-di-phosphats. 
einmal richtig, das zweite Mal aber falsch gedruckt ist. Sie mu lauten 
C, H,,.0,(PO,H,),(N H,.C,H,.C,H,.N H,),, statt C,H)>0,(PO,4),(C,. Hy No); 
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klar lést?. Das saure phosphoglycerinsaure Natrium verhalt sich beim 
Zusammenbringen mit Zinkacetatlésung ebenso, das Gemisch erstarrt 
aber erst nach 4 Stunden zu einem opaleszierenden durchscheinenden Gel. 

Fiigt man zu einer m 4 Lésung des neutralen oder sauren Natrium- 
salzes der Glycerinséure-mono-phosphorséure die berechnete Menge 
einer m/2 Cadmiumacetatlésung, so tritt in beiden Fallen im ersten 
Augenblick ein Niederschlag auf, der aber sofort wieder verschwindet : 
die vollkommen klar gewordene Fliissigkeit wird nach 2 Minuten 
zu einer durchsichtigen bzw. leicht opaleszierenden Gallerte. 

1 Teil m/2 Trinatriumsalz der Glycerinséure-mono-phosphorsaure 
liefert beim Zusammenbringen mit 2 Teilen */, m Mangano-sulfat- 
losung augenblicklich ein schwach opaleszierendes farbloses Gel. Das 
feste Gel, das sich aus 3 Teilen der m/2 Lésung von Dinatriumsalz der 
Phosphoglycerinsiure mit 4 Teilen 3/,m Mangano-sulfatlésung eben- 
falls sofort bildet, opalesziert etwas starker. 

Eine Mischung von m2 Lésung des neutralen Natriumsalzes der 
Phosphoglycerinséiure mit der berechneten Menge 2 mol. Cobalto-chlorid- 
l6sung erstarrt nach 7 Minuten zu einem klaren violetten Gel. Versetzt 
man dagegen eine m/2 Lésung des sauren Natriumsalzes mit der aqui- 
valenten Menge 2m CoCl,, so setzt sich nach mehreren Stunden 
ein gelatinéser Niederschlag in maBiger Quantitat ab. Der Rest des 
Gemenges bleibt fliissig. 


Beim ZusammengieBen von 2 Teilen einer L6sung von m 2 neutralem 
phosphoglycerinsaurem Natrium und 3 Teilen m/2 Ferro-sulfatlésung 
bildet sich momentan ein durchsichtiges schwachgriin gefarbtes Gel, 
das beim Stehen an der Luft infolge Oxydation zu dem Ferrisalz dunkel- 
griinbraun wird und sich allmahlich auflést. Die Ferro-verbindung 
bleibt ein festes griinweiBes Gel, wenn sie unter Stickstoff im zu- 
geschmolzenen Rohr aufbewahrt wird. Ein Gemisch von m/2 saurem 
Natriumsalz der Glycerinsiure-mono-phosphorsaure und m/2 FeSO, 
erstarrt nicht. 

Figt man 7,5 Teile siedender m/10 Uranyl-acetat-lsung zu einem 
Teil heiBer m/2 Lésung von neutralem Natriumsalz der Phospho- 
glycerinsdure, so gewinnt man augenblicklich ein klares gelbgriines Gel, 
das bei langerem Stehen allmahlich etwas Fliissigkeit auspreBt. Das 
aus m/2 saurem phosphoglycerinsaurem Natrium mit m/10 Uranyl- 
acetat ebenfalls unmittelbar hervorgehende Gel ist triibe. Zusatz von 


1 Vgl. hierzu die Beobachtungen von M. Vogt (a. a. O.) an jener 
Phosphoglycerinsaéure, die zuerst auf synthetischem Wege von C. Neuberg, 
F. Weinmann u. M. Vogt (diese Zeitschr. 199, 248, 1928) als Racemat zu- 
ganglich geworden ist. 
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m/4 Uranyl-sulfatl6sung zu m/2 Lésung von neutralem oder saurem 


phosphoglycerinsauren Natrium bewirkt Ausfallung eines dicke: 
gelatinésen Niederschlags, dessen Aussehen von dem des durchsichtiger 
Gels ganz verschieden ist. 

Die Glycerinséure-mono-phosphorséure, deren biochemische Be 
deutung in letzter Zeit zutage getreten ist, besitzt ein rein chemisches 
Interesse, besonders wegen der geschilderten Fahigkeit, die erwahnten 
eigenartigen gelatindsen Salze zu bilden. Diese gleichen teils fliissigen 
Kristallen, teils sehr dicken Solen mit feinsten biegsamen Kristallen 
Mit diesen Erscheinungen wollen sich die Herren Zocher sowie van Ite) 


son jr. naher beschaftigen, nachdem wir am 17. Mai bzw. 8. Juni d. J 


die Phinomene in Vortrégen zu Prag und Delft im Experiment. vor- 


gefiihrt haben. 


Zur Vornahme der Experimente hat uns die Rockefeller Foundation 
in New York Mittel gewahrt, wofiir wir unsern aufrichtigen Dank 


aussprechen. 
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